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Abb.   Abbildung 
bspw.   Beispielsweise 
BSS   „balanced salt solution“, ausgewogene Salzlösung 
bzw.   beziehungsweise 
CCL   „cc chemokine ligand“, cc-Chemokin-Ligand 
Cdc 42  „cell division cycle 42“ 
CK   Cytokeratin 
cm   Zentimeter 
CMFDA  5-Chloromethylfluoresceindiacetat 
CO2   Kohlendioxid 
Cx   Connexin 
DAB   3,3'-Diaminobenzidin 
DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DE   „dermal equivalent“, dermales Äquivalent 
DLK   „dual-leucine-zipper-bearing kinase“ 
DMEM   „Dulbecco’s modified Eagle’s medium“ 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
Dsg   Desmoglein 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EET   „extending epidermal tongue”, Zellmigrationszunge  
EFT   „epidermal full thickness”, Vollhaut 
EGF   „epidermal growth factor”, epidermaler Wachstumsfaktor 
Erk   „extracellular-signal-regulated kinase”   
FCS   „fetal calf serum“, fetales Kälberserum 
FFPE   Formalin fixiert in Paraffin eingebettet 
FRET   Förster-Resonanzenergietransfer 
G-CSF „granulocyte colony stimulating factor“, Granulozyten-Kolonie 
stimulierender Faktor 
GDP   Guanosindiphosphat 
GM-CSF „granulocyte macrophage colony stimulating factor“, 
Granulozyten Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor 




Grb2 „growth factor receptor-bound protein 2”, Wachstumsfaktor 
gebundendenes Protein 2 
GTP   Guanosintriphosphat 
HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsäure 
HGF   „hepatocyte growth factor”, hepatischer Wachstumsfaktor 
HRP   „horseradish peroxidase“, Meerrettichperoxidase 
Hz   Hertz 
ICAM   „intercellular adhesion molecule“, interzelluläres Adhäsionsmolekül 
IgG   Immunglobulin G 
IL   Interleukin 
KGF   „keratinocyte growth factor“, Keratinozytenwachstumsfaktor 
LIF   „leukemia inhibitory factor“, leukämischer Inhibitionsfaktor 
m   „mouse“, Maus 
MAP   „mitogen activated protein“, mitogen aktiviertes Protein 
max   maximal  
MCP   „monocyte chemotactic protein“, Monozyten chemoattraktives Protein 
M-CSF „macrophage colony stimulating factor“, Makrophagen-Kolonie 
stimulierender Faktor 
MEM   „minimum essential medium“, Minimalmedium 
min   Minute (n) 
MKK   MAP-Kinase-Kinase 
ml   Milliliter 
MLK3   „mixed lineage kinase 3“  
µm   Mikrometer 
mm   Millimeter 
MMP   Matrixmetalloproteinase 
MTT   3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
NHDF   „normal human dermal fibroblasts“, humane dermale Fibroblasten 
PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS   „phosphate buffert saline“, phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
PDGF   „platelet derived growth factor“, thrombozytäre Wachstumsfaktor  
pH   potentia Hydrogenii 
PHF   primäre humane Fibroblasten 




PVDF   Polyvinylidenfluorid 
Rac   „related to protein kinase A and C” 
Raf   „rapidly accelerated fibrosarcoma“ 
Ras   „rat sarcoma“  
rb   „rabbit“, Kaninchen  
Rho   „Ras homolog family member”  
rpm   „rounds per minute“, Umdrehungen pro Minute  
RT   „room temperature“, ≈ 23°C  
s   Sekunde 
SCGF   „stem cell growth factor“, Stammzellenwachstumsfaktor 
SD   „standard deviation“, Standardabweichung 
SDF-1   „stromal cell-derived factor-1“ 
SEM   „standard error of the mean“, Standardfehler des Mittelwertes 
SMA   „smooth muscle actin“, Aktin der glatten Muskulatur 
SOS   „son of sevenless“ 
SPRP   „small proline-rich protein“, kleine prolinreiche Proteine 
STAT3   „signal transducer and activator of transcription 3“ 
TAK1   „TGF-β activated kinase 1”, TGF-β aktivierte Kinase 1 
TG   Transglutaminase  
TGF-β   „transforming growth factor β“, transformierender Wachstumsfaktor β  
Thr   Threonin 
TNF   „tumor necrosis factor“, Tumornekrosefaktor 
tPA   „tissue plasminogen activator“, Gewebe Plasminogen Aktivator 
Tyr   Tyrosin 
U   „Unit“, Einheit 
u.a.   unter anderem 












Seit mehr als 40 Jahren werden in der Literatur kontroverse Mechanismen diskutiert, welche 
die Reepithelialisierung und die damit einhergehende Bildung einer epidermalen 
Migrationszunge postulieren. Die diskutierten Mechanismen lassen hierbei die kollektive 
Zellmigration als möglichen Einflussfaktor während der Reepithelialisierung vollkommen 
außer Acht. Die, im Rahmen dieser Arbeit, etablierten organotypischen 
Wundheilungsmodelle ermöglichten die Analyse der Reepithelialisierung aus einer 
systembiologischen Perspektive und führten zu einem neuen 
Reepithelialisierungmechanismus, der Proliferation sowie kollektive Zellmigration als 
essentielle Faktoren in sich vereint. Die Proliferationsanalyse zeigte hierbei, dass sich die 
proliferative Aktivität als konzentrische Welle von den unverwundeten Bereichen in Richtung 
des Wundareals bewegt, wobei die Majorität der neu produzierten Zellen nicht von der 
Wunde selbst, sondern auf Basis dieser Proliferationswelle generiert wird. Darüber hinaus 
konnte durch Polaritätsanalyse gezeigt werden, dass diese neu generierten Zellen mittels 
kollektiver Migration in das Wundareal einwanderten um die Migrationszunge zu verlängern. 
Hierbei migrierten basale Keratinozyten des umliegenden, unverwundeten Gewebes sowie in 
der Migrationszunge selbst unter den differenzierten, suprabasalen Keratinozyten hindurch. 
Eine neu entwickelte doppelte Fluoreszenzfärbestrategie ermöglichte es, die räumliche 
Verteilung migrierender Keratinozyten innerhalb der sich bildenden Migrationszunge zu 
verfolgen. Hierbei zeigte sich, dass im Laufe der Reepithelialisierung alle 
fluoreszenzgefärbten Zellen im suprabasalen Kompartiment der Migrationszunge 
akkumulierten um einen sich kontinuierlich verlängernden Schutzschild zu bilden, welcher 
durch die kollektive Migration basaler Keratinozyten vorangetrieben wird. Zusammenfassend 
basiert dieser Reepithelialisierungsmechanismus zur Verlängerung der EET auf drei 
Prozessen: (i) Der kollektiven Migration basaler Keratinozyten, (ii) dem Lifting Mechanismus, 
welcher für die Ausbildung eines mehrschichtigen Epithels sorgt, sowie (iii) der aktiven 
Migration der Keratinozyten an der Migrationsfront der EET. Der im Rahmen dieser Arbeit 
postulierte Reepithelialisierungsmechanismus stellt somit die in der Literatur diskutierten 
Mechanismen in Frage und führt zu einem fortschrittlichen Erklärungsmodell der 




Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit mittels Multiplex Technologie Wundheilung-
assoziierte Signalwege untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein zweites, neuartiges 
Wundheilungsmodell auf Basis epidermaler, dermaler Kokulturen entwickelt. Dieses Modell 
erlaubte die Interaktion zwischen Keratinozyten und Fibroblasten während der Kultivierung, 
ermöglichte jedoch durch einfache Separation beider Zelltypen eine voneinander 
unabhängige proteomische Analyse. Auf Basis dieser Untersuchungen konnte 
nachgewiesen werden, dass die mitogen aktivierten Proteinkinasen p38 und Erk1/2 sowie 
der Transkriptionsfaktor STAT3 eine entscheidende Rolle während der Reepithelialisierung 
spielen. Zeigten Erk1/2 und STAT3 eine durch Fibroblasten induzierbare Aktivität, so konnte 
die Phosphorylierung von p38 auf den Wundstimulus zurückgeführt werden. Überdies 
wiesen p38 und STAT3 Migrations-assoziierte Effekte auf, während die Phosphorylierung 
von Erk1/2 zu einer möglichen Steigerung proliferativer Aktivität der Keratinozyten führte. Die 
Analyse des Kulturüberstandes ermöglichte es weiterhin Zytokine zu identifizieren, welche 
potentiell für die Aktivierung der jeweiligen Signalwege verantwortlich sein könnten. 
Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Dissertation organotypische in vitro 
Wundheilungsmodelle etabliert, welche die Analyse der Reepithelialisierung, als auch 
Wundheilung-assoziierter Signalwege ermöglichten. Auf Basis dieser Ergebnisse konnte ein 
neuartiger Reepithelialisierungsmechanismus postuliert werden, der Proliferation, 
Differenzierung und kollektive Zellmigration in sich vereint und entscheidend zu dem 
Verständnis der Reepithelialisierung während der Wundheilung beträgt. Zusätzlich konnten 
durch die Anwendung der Multiplex-Technologie mit p38, Erk1/2, sowie STAT3 essentielle 
Signalwege identifiziert werden, deren zukünftige Pertubation wichtige Werkzeuge zur 















For more than four decades controversial concepts were proposed to understand how a 
three dimensional neoepidermis formed in a healing skin wound. Especially, the role and 
function of collective cell migration in wound healing remained unclear. Within this study 
organotypic tissue cultures have been established. Based on reepithelialization analysis of 
these cultures a conceptual model showing how proliferation and collective migration are 
integrated by a novel “extending shield mechanism” (ESM) was developed. The analysis 
showed that keratinocyte proliferation occurs in a concentric, traveling wave which is spatially 
lacking behind the extending epidermal tongue. The overwhelming amount of novel cells are 
thereby produced not by the wound itself, but by this wave. Comprehensively quantifying cell 
polarization showed that the newly produced cells collectively migrated from this wave 
towards the step-wise extending wound edge. Inside the surrounding tissue as well as in the 
extending tongue, cell movement occured in the basal layer underneath a fixed suprabasal 
layer. Using fluorescent time-lag staining (CMFDA, CMTPX) it was possible to track the 
spatial destination of those migrating cells. Thereby it was discovered that all stained cells 
became distributed on top of the extending epidermal tongue in form of an extending shield. 
Shield extension thereby appeared driven by massive collective cell migration from 
unwounded tissue regions. Therefore the developed migration mechanism render the 
previously in literature discussed models inconsistent and lead to the first model capable of 
explaining re-epithelialization of epidermal wounds. 
Furthermore wound healing associated signaling pathways were analyzed using a multiplex 
phosphoproteomic approach. For this reason an organotypic wound model based on 
keratinocyte fibroblast coculture was established. This model allowed keratinocyte-fibroblast 
interactions on the on hand, but on the other hand enabled independent proteomic analysis 
of both cell types. Based on these studies mitogen activated protein kinases p38 and Erk1/2 
and transcription factor STAT3 have been found to play a major role during 
reepithelialization. While Erk1/2 and STAT3 showed a fibroblast inducible activity, the 
phosphorylation of p38 was dependent on the wound stimulus. Besides p38 and STAT3 
showed migration associated effects while Erk1/2 was found to possibly enhance the 
proliferative activity of the keratinocytes. By analyzing the culture supernatant it was possible 




In summary, this doctoral thesis shows that an three dimensional environment, which can 
only be provided by using organotypic cultures, is essential for analyzing keratinocyte 
migration and can be used to unravel novel migration mechanisms. Moreover the 
physiological conditions were shown to enable keratinocyte-fibroblast interaction therefore 























Die Behandlung chronischer Wunden stellt für die Gesundheitssysteme ein immenses 
wirtschaftliches Problem dar. Derzeit leiden 1,5-3% der Bevölkerung an chronischen 
Wunden (Yao und Eriksson, 2000). Es ist jedoch davon auszugehen, dass aufgrund des 
demografischen Wandels diese Zahl weiter ansteigt. Die Behandlungskosten belaufen sich 
dabei derzeit auf mehr als 3 Milliarden Euro pro Jahr (Guo und Dipietro, 2010). Um dieser 
Tendenz entgegenzuwirken sind neue Therapieansätze für die Behandlung chronischer 
Wunden essentiell. Eine chronische Wunde entsteht jedoch nicht durch einen einzelnen 
lokalisierbaren Defekt, sondern zeichnet sich durch die kombinatorische Fehlregulation 
mehrerer Faktoren aus, die schließlich zu einer insuffizienten Wundheilung führen. Für die 
Entwicklung geeigneter Therapieansätze ist daher das Verständnis des 
Wundheilungsprozesses unumgänglich. Zahlreiche Studien gaben in diesem 
Zusammenhang bereits Aufschluss über einzelne Wundheilung-assoziierte Vorgänge wie 
der Reepithelialisierung, der zelluläre Proliferation oder Differenzierung (Laplante et al., 
2001; Auxenfans et al., 2009; Leary und Wood, 2003; Clark et al., 2007; Stephens et al., 
1996; Geer et al., 2004). Weiterhin konnten bereits einige Wachstumsfaktoren, wie z.B. 
PDGF, HGF und EGF identifiziert werden, welche die kutane Wundheilung positiv 
beeinflussen (Robson et al., 1992; Tsang et al., 2003; Baum und Arpey, 2005). Die Crux liegt 
hierbei jedoch in der Herangehensweise und der Fokussierung auf einzelne Aspekte der 
Wundheilung an Stelle einer ganzheitlichen Betrachtung des Wundheilungsprozesses. 
Hiroaki Kitano nutzte zum besseren Verständnis dieser Problematik eine Metapher, in der er 
die Gene und Proteine eines Organismus mit den Bauteilen eines Flugzeuges verglich: Die 
Auflistung der einzelnen Bauteile liefert zwar Informationen, erlaubt jedoch keinen Einblick in 
die Komplexität des zugrunde liegenden Objektes. Um dies zu erreichen müssen die 
einzelnen Bauteile zu einem großen Ganzen zusammengesetzt und die einzelnen 
Interaktionen in dem komplexen Mechanismus verstanden werden (Kitano, 2002a). Hierbei 
spielt die Systembiologie eine wesentliche Rolle, ist es doch ihr Ziel große und komplexe 
biologische Zusammenhänge zu erfassen und auf deren Basis geeignete Modelle zu 
erschaffen (Kitano, 2002b). Die fortschreitenden Technologien auf dem Gebiet der Proteomik 
erlauben mittels Microarrays und Multiplex-Messungen die Erhebung quantitativer Daten, 




welche zur Generierung dieser Netzwerke benötigt werden (Lovén et al., 2012; Kellar und 
Iannone, 2002). Zusätzlich erlauben neue Technologien in dem Bereich der virtuellen 
Mikroskopie die vollautomatisierte Erfassung histologischer Präparate und ergänzen die 
quantitativen Daten spezifischer Zielproteine um eine räumliche Analyse innerhalb des 
Gewebes (Grabe, 2008).  
Die im Rahmen dieser Arbeit  verwendeten Technologien der virtuellen Mikroskopie, sowie 
der quantitativen proteomischen Analyse mittels Multiplex-Technologie sollen eine Analyse 
der zellulären Vorgänge des Wundheilungsprozesses aus systembiologischer Perspektive 
auf Basis organotypischer in vitro Modelle ermöglichen. Hierbei soll der Fokus nicht auf 
einzelnen Prozessen, sondern auf dem Zusammenspiel zellulärer Migration, Proliferation 
und Differenzierung während der Reepithelialisierung liegen. Darüber hinaus sollen mögliche 
Signaltransduktionswege die diesen Prozessen zugrunde liegen identifiziert und deren 
Einfluss auf die kutane Wundheilung aufgeklärt werden. Diese systembiologisch geprägte 
Herangehensweise der Analyse kutaner Wundheilung legt somit einen weiteren Grundstein 
für das Verständnis des akuten Wundheilungsprozesses und ermöglicht auf dieser Basis 




1.2 Aufbau und Funktionen der menschlichen Haut
1.2.1 Allgemeiner Aufbau der Haut
Mit einer durchschnittlichen Gesamtoberfläche von 2 m²
größte Organ des Menschen dar 
Schichten: Der Epidermis, der Dermis und der Subkutis 
bildet die Haut verschiedene Hautanhangsgebilde aus, die sich in Nägel, Haarfollikel und 
Hautdrüsen unterteilen lassen (Abb. 
Abb. 1: Schematischer Aufbau der Haut
Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der 
Dermis, Subkutis und den enthaltenen Hautanhangsgebilden (
2002)). 
Die Aufgaben der Haut sind vielfältig: Indem sie den Körper nach außen 
sie die erste Verteidigungslinie zwischen Körper und Umwelt dar und schützt vor schädlichen 
Umwelteinflüssen, wie z.B. Pathogenen, chemische
mechanischen Traumata (Menon, 2002)
verhindert den Verlust von Wasser und Elektrolyten und bewahrt somit den Körper vor dem 
Austrocknen. Darüber hinaus ist die Haut 
ihr sensorisches System verteilter Rezeptoren Temperatur
(Chuong et al., 2002). Um diese Funktionen erfüllen zu können muss die Hau
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und zugleich flexibel sein 
spezifischen Aufbau, welcher im Folgenden näher erläutert wird.  
 
1.2.2 Epidermis  
Die Epidermis ist ein mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel
Keratinozyten besteht und 
Stratum basale, Stratum spinosum
corneum (Abb. 2) (Fuchs und Raghavan, 2002; Rassner, 2007)
gebildeten Keratinozyten durchlaufen nach Verlassen
durch das Stratum spinosum
bezeichnet wird und an dessen Ende die Kornifizierung der Keratinozyten im 
corneum steht (Radoja et al., 2006)
Abb. 2: Aufbau der Epidermis
(A) zeigt den schematischen Aufbau der Epidermis, bestehend aus 
Stratum spinosum, Stratum granulosum
typischen Differenzierungsmarker und Zellverbindungen
Suter et al., 2009)). In (B) ist die korrespondierende Einteilung der 
einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung menschlicher Epidermis
 
1.2.2.1 Epidermale Differenzierung
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hauptsächlich das Typ-II Keratin, Zytokeratin 5 (CK5), sowie das Typ-I Keratin CK14 und 
sind durch eine pallisadenartige Morphologie charakterisiert (Moll et al., 2008). Diese 
Basalzellen sind untereinander und mit den Zellen des Stratum spinosums über 
Adhärenzverbindungen (E-cadherin), Desmosome (Dsg 2, Dsg 3) und gap junctions (Cx26), 
mit der darunter liegenden Basallamina über Hemidesmosome (Integrin α6β4, BPAG2) 
sowie über Fokalkontakte (Integrin α2β1, α3β1) verbunden und sorgen somit für eine 
mechanisch stabile epidermale-dermale Verbindung (Young et al., 2003; Scott et al., 2012; 
Suter et al., 2009).  
Mit dem Beginn des Differenzierungsprozesses migrieren die Keratinozyten vom Stratum 
basale in das Stratum spinosum. Hierbei verlieren sie ihre mitotische Aktivität und 
exprimieren CK1 und CK10, welche das vorhandene CK5-, 
CK14- Intermediärfilamentnetzwerk ersetzen und für eine gesteigerte mechanische Stabilität 
sorgen (Candi et al., 2005; Moll et al., 2008; Blanpain und Fuchs, 2009). Des Weiteren 
werden die bestehenden Zellverbindungen durch die Expression von Dsg 1 und dem tight 
junction Protein Occludin zusätzlich stabilisiert (Niessen, 2007). Weiterhin wird in dieser 
Schicht die Bildung des cornified envelope initiiert. Der cornified envelope stellt durch seine 
Zusammensetzung aus unlöslichen Strukturproteinen, wie z.B. Involucrin, Loricrin und 
kleinen Prolin reichen Proteine (SPRs) die am Ende des Differenzierungsprozesses kovalent 
miteinander verknüpft werden, eine effektive Barriere dar, die vor mechanischen Traumata, 
UV-Strahlung und Pathogenen schützt (Hitomi, 2005; Proksch et al., 2008). Durch den 
steigenden Ca2+-Gradienten exprimieren die suprabasalen Keratinozyten Envoplakin, 
Periplakin und Involucrin, welche durch das Enzym TG1 an den Desmosomen unterhalb der 
Zellmembran verankert werden (Candi et al., 2005). Im nächsten Differenzierungsschritt 
werden diese Strukturen im Stratum granulosum weiter verstärkt. Das Stratum granulosum 
ist durch die intrazelluläre Anreicherung basophiler Keratohyalingranular und lamellar bodies 
gekennzeichnet, welche sowohl Profilaggrin als auch Ceramide, Cholesterol und 
Phospholipide enthalten (Candi et al., 2005; Elias, 2008). Das in den Loricrin-Granular 
vorliegende, unlösliche Loricrin wird durch die Enzyme TG1 und TG3 mit den SPR-Proteinen 
verknüpft und mit den bereits quervernetzten Proteinkomplexen (Envoplakin, Periplakin, 
Involucrin) der Desmosomen verbunden (Candi et al., 2005; Kalinin et al., 2001). Zusätzlich 
verschmelzen an dem Übergang von Stratum granulosum zu Stratum corneum die lamellar 
bodies mit der apikalen Plasmamembran und geben ihren Inhalt in den Extrazellularraum ab 
(Kalinin et al., 2001). Durch diesen Prozess wird die Plasmamembran mit ω-OH-Ceramiden 




angereichert, welche als lipid envelope die komplette Plasmamembran durchspannen und 
durch TG1 kovalent mit den darunterliegenden Gerüstproteinen verbunden werden 
(Swartzendruber et al., 1987; Downing, 1992; Kalinin et al., 2001). Während die meisten 
Organellen und Strukturen abgebaut werden, werden in einem letzten Schritt die 
Keratinintermediärfilamente mit den Proteinen des cornified envelope quervernetzt, so dass 
die toten Korneozyten im Stratum corneum fast ausschließlich aus Intermediärfilamenten 
bestehen (Candi et al., 2005).  
Das Stratum corneum besteht aus diesen abgeflachten, anukleären Korneozyten, die einen 
12 nm dicken, unlöslichen protein envelope bilden und durch Korneodesmosomen 
miteinander verbunden sind (Watt und Phil, 1983; Rawlings und Harding, 2004). Zusammen 
mit dem lipid envelope und den extrazellulären Lipiden bilden die Korneozyten eine 
mehrschichtige Struktur aus, die auch als brick and mortar-Modell bezeichnet wird und als 
effektive Barriere das Eindringen von Fremdstoffen und den Verlust von Wasser verhindert 
(Elias, 2008, 2005; Simon et al., 2001). 
 
1.2.3 Dermis 
Die Dermis ist ein 1-4 mm dickes, fibroelastisches Bindegewebe. Sie enthält Fibroblasten, 
eingebettet in einem Netz aus Kollagen- , Elastanfasern und Proteoglykanen (Amsden und 
Goosen, 1995). Das Kollagen, welches 70% des Gewichts der Dermis ausmacht schützt 
durch seine dehnbare Eigenschaft die strukturelle Integrität der Haut und der 
darunterliegenden Subkutis. Die in der Dermis liegenden Blut- und Lymphgefäße versorgen 
darüber hinaus die Epidermis mit Nährstoffen und gewährleisten den Transport von 






1.3 Kutane Wundheilungsprozesse 
Als Wunde wird ein akuter, durch ein Trauma hervorgerufener
vorgeschädigter Haut bezeichnet
hervorgerufenen Integritätsverlusst
und Pathogene ungehindert in den Körper eindringen können
schnellstmöglich beseitigt werden
Wundheilung ist ein dynamischer, interaktiver Prozess
einteilen lässt: Inflammation, Granulation und Remodellierung (
Evans, 2004).   
Abb. 3: Die Phasen der Wundheilung
Die Wundheilung wird in drei überlappende
Granulationsphase, 3. Remodellierungsphase. In der Inflammatorischen Phase infiltrieren Leukozyten 
die durch ein Blutgerinnsel provisorisch verschlossene Wunde
eliminieren. Während der Granulations
erfolgen in dieser Phase eine Erhöhung der proliferativen Aktivität 
sowie die Initiierung der Angiogenese. In der Remodellierungsphase erfolgt der Umba
Gleichzeitig werden wundassozierte Prozesse herunterreguliert um eine überschießende 
Wundheilungsreaktion zu verhindern 
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1.3.1 Inflammatorische Phase 
Die inflammatorische Phase setzt sofort nach Verwundung ein (Gurtner et al., 2008). Durch 
die Verletzung von Blutgefäßen bildet sich in der Wunde zunächst ein Blutgerinnsel aus 
aggregierenden Thrombozyten, eingebettet in einem Geflecht aus quervernetzten 
Fibrinfasern (Martin, 1997). Während das Blutgerinnsel die Wunde provisorisch verschließt, 
sezernieren die Thrombozyten Zytokine und Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, EGF, TGF-β1 
und 2), die die Entzündungsreaktion initiieren (Diegelmann und Evans, 2004). Die durch die 
ausgeschütteten, proinflammatorischen Zytokine, wie z.B. IL-1β und TNF-α aktivierten 
Endothelzellen exprimieren P- und E-Selektin, sowie ICAM 1 und 2 (Eming et al., 2007). 
Diese Adhäsionsmoleküle ermöglichen die Anheftung und Diapedese zirkulierender 
Leukozyten im Blut (Millán et al., 2006). Neutrophile Granulozyten sind die ersten 
Leukozyten in der Wunde. Oftmals sind sie schon Minuten nach Verwundung in der 
Wundregion nachweisbar (Martin, 1997). Dort beseitigen sie eingedrungene Pathogene 
durch Phagozytose und schütten zusätzliche proinflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-1 und 
TNF-α aus (Segal, 2005; Wild und Auböck, 2007). Die zusätzlich das Wundareal 
infiltrierenden Monozyten differenzieren zu Makrophagen. Diese phagozytieren 
eingedrungene Pathogene sowie abgestorbene neutrophile Granulozyten und initiieren durch 
die Sezernierung zusätzlicher Zytokine und Wachstumsfaktoren die Granulationsphase 
(Leibovich und Ross, 1975; Mahdavian Delavary et al., 2011; Riches, 1996).       
 
1.3.2 Granulationsphase  
In Abhängigkeit der Wundgröße liegt die Dauer der Granulationsphase zwischen 2 und 10 
Tagen (Gurtner et al., 2008). In dieser Phase dominieren sowohl die 
Keratinozyten-vermittelte Reepithelialisierung des Wundareals als auch die Neubildung der 
ECM durch Fibroblasten.  
Zu Beginn der Reepithelialisierung durchlaufen die Keratinozyten eine morphologische 
Veränderung, die sie auf die Migration vorbereitet. Hierbei erfolgt in einem ersten Schritt die 
Umstellung der Hemidesmosome. Während in Homöostase befindliche, basale 
Keratinozyten vorwiegend durch α6β4 Integrine gekennzeichnet sind, werden mit dem 
Beginn der migratorischen Aktivität diese Integrine durch die Integrine α5β1 (Fibronectin 
Rezeptor), αvβ6 (Tenascin Rezeptor) sowie αvβ5 (Vitronectin Rezeptor) ersetzt (Nguyen et 




al., 2000; Cavani et al., 1993; Haapasalmi et al., 1996; Truong und Danen, 2009; Martin, 
1997). Die Änderung der Hemidesmosomen führt zu einer gesteigerten Adhärenz der Zellen 
an die darunterliegende provisorische ECM und einer entsprechend erhöhten 
Migrationsfähigkeit (Watt, 2002). Die zusätzlich erfolgende dynamische Umstrukturierung 
des intrazellulären Aktinskeletts ermöglicht den Zellen die Ausbildung von Lamellipodien und 
Filopodien (Mitchison und Cramer, 1996). Diese zelluläre Anpassung an die durch die 
Wundsituation veränderten Umstände führt zu einer häufig beobachteten Latenzzeit vor 
Beginn der Migration (Geer et al., 2002). Während der Reepithelialisierung exprimieren die 
Keratinozyten verschiedenste Enzyme, wie z.B. MMP1 (Kollagenase) und MMP9 (Gelatinase 
B) um das Blutgerinnsel zu dissektieren und zwischen Dermis und dem darüber liegenden 
Blutgerinnsel zu migrieren (Inoue et al., 1995; Nwomeh et al., 1998). Zusätzlich nutzen die 
Zellen das fibrinolytische Enzym Plasmin, welches durch die von ihnen sezernierten 
Serinproteasen tPA, bzw. uPA aus dem Vorläufermolekül Plasminogen in aktives Plasmin 
umgewandelt wird (Grøndahl-Hansen et al., 1988). Aktives Plasmin wirkt einerseits 
autokatalytisch, zum anderen aktiviert es weitere Proteasen, wie z.B.  MMP-1, -3, -7, -8, -9, -
13, und beschleunigt dadurch den Abbau der ECM (Toriseva und Kähäri, 2009; Vihinen und 
Kähäri, 2002). Des Weiteren wird als Reaktion auf den Wundstimulus die proliferative 
Aktivität im umliegenden Gewebe erheblich gesteigert. Die durch die Proliferation 
generierten Keratinozyten stellen einen ausreichenden Pool an neuen Zellen dar, um die 
Migration aufrecht zu erhalten (Usui et al., 2008). Die Migrationsphase ist abgeschlossen, 
sobald sich die von den Wundrändern migrierenden Keratinozyten in der Wundmitte zur 
Bildung einer einlagigen Zellschicht berühren.  
Während die Proliferationsphase andauert reichern sich in der ECM der Wunde Fibroblasten 
an. Angelockt durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF, TGF-β1 und TGF-β2 differenzieren 
einige der Fibroblasten, stimuliert durch Makrophagen, zu Myofibroblasten (Mahdavian 
Delavary et al., 2011). Zusammen sorgen beide Zelltypen für den Abbau der provisorischen- 
und den Aufbau der neuen ECM. Hierbei lagern sich die Fibroblasten an die vorhandenen 
Fibrinfasern an und beginnen mit der Synthese von Prokollagen, welches sie im Anschluss in 
den Extrazellularraum sezernieren (Vedrenne et al., 2012). Im Extrazellularraum erfolgt eine 
durch Prokollagen-Peptidase katalysierte enzymatische Abspaltung N- und C-terminaler 
Peptide (Bauer und Uitto, 1979). Das prozessierte Kollagen lagert sich zu Kollagenfibrillen 
zusammen, welche in einem weiteren Schritt durch das Enzym Lysyl-Oxidase quervernetzt 
und dadurch erheblich stabilisiert werden (Canty und Kadler, 2005). Gleichzeitig kommt es 




neben der Neubildung der ECM zur Neovaskularisierung des Granulationsgewebes. Durch 
die Ausschüttung von FGF2 durch beschädigte Endothelzellen sowie die Sezernierung von 
VEGF durch aktivierte Keratinozyten und Makrophagen wird die Angiogenese induziert 
(Martin, 1997). Die aktivierten Endothelzellen wandern in den Wundbereich ein und beginnen 




Die Remodellierungsphase ist die letzte der klassischen drei Wundheilungsphasen. Sie 
beginnt zwei bis drei Wochen nach Verwundung und kann bis zu einem Jahr oder länger 
andauern (Gurtner et al., 2008). Während dieser Zeit erfolgen sowohl die Wundkontraktion 
als auch die Remodellierung der ECM. Durch den Wachstumsfaktor TGF-β1 sowie durch 
mechanische Belastung stimuliert, exprimieren differenzierte Myofibroblasten α-SMA und 
generieren dadurch Kräfte, die zur Wundkontraktion führen (Serini et al., 1998). Während der 
Remodellierung der ECM wird das in der Granulationsphase vorwiegend synthetisierte Typ 3 
Kollagen durch MMPs enzymatisch abgebaut und durch das Typ 1 Kollagen ersetzt (Martin, 
1997; Li et al., 2009; Gurtner et al., 2008). Dieser Umbau des Kollagens mit einhergehender 
zusätzlicher Verflechtung der Kollagenfibrillen führt zu einer gesteigerten mechanischen 
Belastbarkeit der Wunde. Dennoch kann das so entstandene Narbengewebe, bedingt durch 
die Struktur der neugebildeten Kollagenfasern, max. 70% der mechanischen Belastbarkeit 
unverwundeter Haut erreichen (Clark, 1985). In einem letzten Schritt erfolgt die 
Herunterregulierung Wundheilung-assoziierter Prozesse. Hierbei gehen überschüssige 
Endothelzellen, Makrophagen und Myofibroblasten in die Apoptose über, um ein 
Überschießen der Wundheilungsreaktion und damit einhergehende pathologische Prozesse, 
wie z.B. Fibrose, zu verhindern.  
  
1.4 Signalwege während der Wundheilung 
Nach einer Verletzung interagieren die an der Wundheilung beteiligten Zellen miteinander 
um die verschiedensten Aufgaben in diesem höchst dynamischen und komplexen Prozess 
zu koordinieren. Im Verlauf der Wundheilung dominieren hierbei zwei distinkte Zelltypen: 
Keratinozyten und Fibroblasten, welche durch Sezernierung verschiedenster 
  
 
Wachstumsfaktoren über auto- und parakrine Signalübertragung
(Werner et al., 2007) (Abb. 4). 
Abb. 4: Auto- und parakrine Signaltransduktion 
Nach Eintreten einer Verwundungsreaktion kommunizieren Keratinozyten und Fibroblasten über 
und parakrine Signaltransduktionswege um Wundheilungsprozesse zu koordinieren. Hierbei 
sezernieren Keratinozyten Wachstumsfaktoren und Zytokine
initiieren in Fibroblasten die Synthese und Sekretion von Keratinozyten Mito
IL-6, GM-CSF, HGF, TGF-β). Die autokrine Signalübertragung von TGF
Proliferation der Keratinozyten. Durch die Erhöhung der TGF
Verlauf der Wundheilung die Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten
(Werner et al., 2007)).  
So kann z.B. der für Fibroblasten mitogene Wachstumsfaktor 
Verwundung im Wundareal nachgewiesen werden. Sind für diesen Effekt in erster Linie 
degranulierende Thrombozyten verantwortlich, synthetisieren und sezernieren 
im Laufe der Wundheilung PDGF um die Expression von KGF/FGF7 dur
induzieren (Ross et al., 1974; Ansel et al., 1993)
sezernierte KGF/FGF7 bindet an den
epidermale Proliferation (Ornitz et al., 1996)
wie z.B. IL-1 und TNF-α erhöhen
KGF/FGF7 und GM-CSF Synthese
von verwundeten Keratinozyten sezernierten, proinflammatorischen Zytokine IL
über einen, von den MAP-Kinasen JNK und p38 vermittelten Signalweg, die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors AP-1 in mesenchymalen Zellen 
Transkriptionsfaktor AP-1 wird von Proteinen der Jun, Fos oder ATF Familie gebildet und 
setzt sich aus Homodimeren (Jun/Jun) oder Heterodimeren (Jun/Fos), (Jun/ATF) zusammen 
(Florin et al., 2004; Angel und Karin, 1991)
ATF führt zur Aktivierung AP-1 spezifischer Zielgene und zu einer Expression 
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GM-CSF in Fibroblasten (Florin et al., 2004). Diese Wachstumsfaktoren wirken auf 
Keratinozyten sowohl mito- als auch motogen und beschleunigen somit die 
Reepithelialisierung (Boxman et al., 1996). Neben diesen parakrinen 
Signalübertragungswegen sezernieren Keratinozyten nach Verwundung auch TGF-α. Dieser 
Wachstumsfaktor erhöht über autokrine Signalübertragung die proliferative Aktivität der 
Keratinozyten. Nicht alle Wachstumsfaktoren wirken ausschließlich als Mito- oder Motogen. 
Der von Keratinozyten sezernierte Wachstumsfaktor TGF-β bspw. stimuliert die 
Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten. Ist die TGF-β Konzentration 
interessanter Weise bereits 24-48 h nach Verwundung erhöht, können differenzierte 
Myofibroblasten erst 4 Tage nach Verwundung im Wundbereich nachgewiesen werden. 
Erklärbar ist dies durch die Änderung des Sekretionsprofils der Keratinozyten. Das von den 
Keratinozyten zu Beginn der Wundheilung sezernierte IL-1 induziert NFkB, welches den 
TGF-β Signalweg inhibiert. Im Verlauf der Wundheilung sezernieren die Keratinozyten 
zunehmend TGF-β, während die IL-1 Sekretion abnimmt und somit zu einer Differenzierung 
der Fibroblasten führt (Werner et al., 2007). 
 
1.4.1 Signaltransduktion der mitogen aktivierten Proteinkinasen Erk1/2 und p38 
Die von Keratinozyten und Fibroblasten während der Wundheilung sezernierten Zytokine 
und Wachstumsfaktoren mediieren ihre Effekte über intrazelluläre Signalwege. Ein hierbei 
entscheidender Wachstumsfaktor-assoziierter Signalweg ist der MAPK-Signalweg, welcher 
aus drei zentralen MAPK-Kaskaden besteht: (i) der extracellular-signal-regulated kinase 
(Erk1/2), (ii) der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und (iii) p38 (Sharma et al., 2003). Im Falle 
der Aktivierung von Erk1/2 führt die Bindung eines Wachstumsfaktors an die entsprechende 
Rezeptortyrosinkinase (RTK) zu einer Rezeptordimerisierung und induziert dessen 
Autophosphorylierung. Die phosphorylierten Tyrosine dienen hierbei als Bindestellen für 
Grb2, welches das Protein SOS zur Zellmembran rekrutiert. SOS seinerseits aktiviert Ras 
durch den Austausch von GDP durch GTP, so dass Ras die Serin/Threonin-Kinase Raf an 
die Zellmembran rekrutiert. Die Phosphorylierung von Raf durch weitere Kinasen, wie z.B. 
Src führt zu dessen Aktivierung und zur Signalweiterleitung durch die Raf vermittelte 
Phosphorylierung von MEK  und schließlich zur Aktivierung von Erk1/2 (Meier et al., 2005). 
Der Einfluss von Erk1/2 auf die zelluläre Proliferation und Migration ist in der Literatur 
weitestgehend beschrieben. So führt die Inhibition von MEK durch den spezifischen Inhibitor 




PD98059 nach Wachstumsfaktorstimulation (bFGF, EGF) zu einer Reduktion der 
Migrationsaktivität in Fibroblasten und Endothelzellen (Xie et al., 1998; Eliceiri et al., 1998). 
Darüber hinaus stellten Zeigler et al. in ihrer Arbeit eine persistente MEK/Erk Aktivierung 
epidermaler Keratinozyten nach HGF und EGF Stimulation fest, welche zu einer gesteigerten 
zellulären Motilität führte und durch die Inhibition von MEK gestoppt werden konnte (Zeigler 
et al., 1999). Diese Erkenntnisse konnten in einer weiteren unabhängigen Arbeit bestätigt 
werden (Matsubayashi et al., 2004). 
Die Phosphorylierung von p38 kann sowohl durch Wachstumsfaktoren und Zytokine, wie z.B. 
VEGF, FGF, TNF und Interleukine, als auch durch zellulären Stress und mechanische 
Stimuli induziert werden (Ono und Han, 2000; Huang et al., 2004; Hornberger und Chien, 
2006). Die Stimulation durch Wachstumsfaktoren führt hierbei zu einer Aktivierung von MKK-
Kinasen wie z.B. TAK1, MLK3 und DLK. Diese phosphorylieren die MAP-Kinase-Kinasen 
(MKKs) MKK3 und 6 welche letzten Endes p38 aktivieren und dadurch Einfluss auf die 
zelluläre Proliferation und Migration nehmen können (Sharma et al., 2003; Zarubin und Han, 
2005; Huang et al., 2004). 
 
1.4.2 Signaltransduktion des Transkriptionsfaktors STAT3 
Tumore werden oft als nicht heilende Wunden bezeichnet (Dvorak, 1986). In der Tat sind 
sowohl unter Wundheilungsbedingungen als auch im Falle einer Krebserkrankung 
molekularbiologische Parallelen erkennbar, die sich u.a. durch eine erhöhte Zellproliferation, 
die Remodellierung der ECM, erhöhtes Migrationsverhalten bzw. Invasion tumorigener 
Zellen sowie durch die Induktion der Angiogenese kennzeichnen lassen (Schäfer und 
Werner, 2008). Der Transkriptionsfaktor STAT3 kann sowohl von onkogenen Signalen über 
den EGF-Rezeptor als auch von Wundheilung-assoziierten Faktoren, wie z.B. IL-6 und HGF 
aktiviert werden. Die Bindung der entsprechenden Liganden führt zu einer 
Rezeptordimerisierung. Hierbei generieren entweder Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. der 
EGF- oder der PDGF-Rezeptor, mittels intrinsischer Kinaseaktivität durch 
Autophosphorylierung, oder Zytokinrezeptoren durch die Rekrutierung von Januskinasen 
(JAKs) mit einhergehender Rezeptorphosphorylierung, Phosphobindestellen für STAT3. 
STAT3  wird durch die Phosphorylierung einer Tyrosinseitenkette aktiviert. Diese Aktivierung 
führt über die Bindung der SH2-Domänen zu einer Dimerisierung von STAT3 im Zytoplasma. 
Die STAT3 Dimere translozieren in den Nukleus und regulieren dort die entsprechende 




Genexpression (Sano et al., 1999; Yu und Jove, 2004; Schust et al., 2006). So konnten 
Dauer et al. in ihrer Arbeit zeigen, dass die Aktivierung von STAT3 zu einer erhöhten 
Expression Migrations, bzw. Invasions-assoziierter Gene führte. Basierend auf der Tatsache, 
dass während der Wundheilung ein transientes, während einer Krebserkrankung jedoch ein 
persistentes STAT3 Signal besteht, führten sie STAT3 als eine Art Wunddetektor an, der 
genetische Programme, welche für die Migration von essentieller Bedeutung sind, induziert 
(Dauer et al., 2005; Yu und Jove, 2004). In Bezug auf die STAT3 Effekte sind in der Literatur 
kontroverse Ergebnisse beschrieben: So konnten zum einen proliferationssteigernde und 
Apoptose supprimierende Effekte festgestellt werden, die durch STAT3 Aktivierung induziert 
worden waren (Bollrath et al., 2009; Grivennikov et al., 2009). Zum anderen konnten Sano 
und Kollegen in ihrer Arbeit zeigen, dass STAT3 ausschließlich einen Einfluss auf die 
Migration, jedoch nicht auf die Proliferation ausübe (Sano et al., 1999). 
Die in diesem Kapitel beschriebenen Wachstumsfaktoren und Signalwege stellen lediglich 
einen kleinen Auszug aus dem komplexen Zusammenwirken der einzelnen Zelltypen 
während der Wundheilung dar. Jedweder Fehler in diesem komplexen 
Kommunikationsnetzwerk induziert unweigerlich Wundheilungsstörungen und kann zu 
chronische Wunden führen. 
 
1.5 In vitro Wundheilungsmodelle 
Für die Erforschung dermatologischer, Wundheilung-assoziierter Prozesse sind die 
Etablierung und der Einsatz geeigneter in vitro Kulturmodelle unerlässlich. Im Folgenden 




Im Rahmen von Wundheilungsstudien wird der 2D-Scratch-Assay am häufigsten verwendet. 
Hierbei wird eine konfluente Einzelzellschicht aus Keratinozyten durch Kratzen mittels einer 
Pipettenspitze artifiziell verwundet. Die Keratinozyten migrieren um die entstandene Lücke 
zu schließen (Liang et al., 2007). Durch den Einsatz von Live-Cell-Imaging-Mikroskopie kann 
sowohl das Migrationsverhalten, sowie die Interaktion mit der ECM und der Aufbau von Zell-




Zell Kontakten analysiert werden. Es konnte in diesem Kontext gezeigt werden, dass das 
Migrationsverhalten verschiedener Zelltypen in vivo ähnlich ist. So migrieren Keratinozyten in 
diesem System als ein Block, während Fibroblasten als einzelne Zellen, bzw. in loser 
Formation migrieren. Neben dem Migrationsverhalten können über weitere Techniken, wie 
z.B. FRET, Proteininteraktionen nachgewiesen werden um Wundheilung-assoziierte 
Signaltransduktionswege zu identifizieren (Wang et al., 2012). Die Verwendung bereits 
etablierter Zelllinien führt zu einer hohen Reproduzierbarkeit und reduziert darüber hinaus 
sowohl Assay-Kosten als auch Etablierungszeit. Aus diesen Gründen kommt der 2D-
Scratch-Assay im Hochdurchsatz bei Substanzscreenings oder Zytotoxizitätstexts zum 
Einsatz (Soderholm und Heald, 2005; Yarrow et al., 2004). Der Nachteil des 2D-Scratch-
Assays liegt in der Verwendung eines einzelnen Zelltyps. Dadurch können weder die 
Interaktion mit anderen Zelltypen noch die zugrunde liegende interzelluläre Kommunikation 
analysiert werden. Um diesen Nachteil zu umgehen wurden Ko-Kulturen entwickelt. Die 
Feeder-layer-Kokultur ist ein Beispiel eines Ein-Kompartimenten-Systems. Hierbei werden 
durch Gammastrahlung oder Mitomycin-C behandelte Fibroblasten in einen postmitotischen 
Zustand überführt und dienen den darauf ausgesäten Keratinozyten durch die Ausschüttung 
Fibroblasten spezifischer Wachstumsfaktoren als Feeder-Zellen (Maas-Szabowski et al., 
1999; Harrison et al., 2006). In Zwei-Kompartimenten-Systemen werden Keratinozyten und 
Fibroblasten mittels einer Membran voneinander getrennt. Dies erlaubt die interzelluläre 
Kommunikation, verhindert jedoch die unkontrollierte Vermischung, so dass beide Zelltypen 
unabhängig voneinander untersucht werden können (Li et al., 2009; Dai et al., 2005). 
Dennoch bilden Keratinozyten in 2D-Kultursystemen kein ausreichend stratifiziertes Epithel 
aus. Nur die Verwendung organotypischer Hautkulturen erlaubt die Analyse der 
Reepithelialisierung sowie Wundheilung-assoziierte Signaltransduktionswege in einem in 
vivo ähnlichen Gewebekontext (Stark et al., 2004).      
 
1.5.2 Organotypische Wundheilungsmodelle  
Die Grundlage der Entwicklung organotypischer Wundheilungsmodelle bildeten die 
Vorarbeiten von Pruniéras, Bell und Asselineau auf dem Gebiet der in vitro Hautmodelle. 
Pruniéras benutzte in seinem Modell humane Spalthäute um daraus de-epidermisierte 
Dermis zu gewinnen. Auf diese mit Gamma-Strahlung behandelte, zellfreie Matrix säte er 
eine Keratinozytensuspension aus, welche an der Luft-Medium-Grenze kultiviert wurde. Das 
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resultierende organotypische Hautmodell zeigte im Vergleich zu den 2-D Submerskulturen 
eine gesteigerte Stratifizierung und einen erhöhten Differenzierungsgrad (Pruniéras et al., 
1983). Bell und Asselineau setzten anstelle von de-epidermisierter Dermis Kollagengele mit 
inkorporierten Fibroblasten ein. Mit dieser organotypischen Ko-Kultur konnte erstmals die 
interzelluläre Kommunikation zwischen Keratinozyten und Fibroblasten gewährleistet werden 
(Bell et al., 1983; Asselineau et al., 1986). In darauffolgenden Studien konnte gezeigt 
werden, dass die Interaktion mit Fibroblasten für die Differenzierung, Stratifizierung und 
Erhaltung der proliferativen Kapazität des epidermalen Kompartiments essentiell ist 
(Parenteau et al., 1991; Contard et al., 1993; Stark et al., 2004). Die von Pruniéras, Bell und 
Asselineau etablierten organotypischen Hautmodelle wurden durch die Inkorporation 
weiterer Zelltypen wie Melanozyten, Endothelzellen und Leukozyten kontinuierlich 
weiterentwickelt. Mit dieser neuen Generation von Hautmodellen ließen sich zusätzliche 
Fragen auf den Gebieten der Toxikologie, Angiogenese und Immunologie adressieren 
(Auxenfans et al., 2009; Hudon et al., 2003; Bechetoille et al., 2007). 
Die Erkenntnisse aus der Entwicklung der in vitro Hautmodelle wurden für die Etablierung 
organotypischer Wundheilungsmodelle eingesetzt. Stephens verwundete hierfür sowohl 
dermale Äquivalente auf Basis von Bell, als auch eine Kombination aus DE und stratifizierter 
Epidermis. Diese verwundeten Kompartimente transferierte er auf ein azelluläres 
Kollagengel, um Reepithelialisierung und Proliferation zu analysieren (Stephens et al., 1996). 
Diese Methode wurde von O’Leary durch den Zusatz einer provisorischen Fibrinmatrix im 
Wundbereich erweitert (Leary und Wood, 2003). Aus Gründen der Reproduzierbarkeit wurde 
für die Wundapplikation in beiden Modellen eine Biopsiestanze verwendet. 
Das in dieser Arbeit etablierte organotypische Wundheilungsmodell auf Basis von 
kommerziell verfügbaren Vollhautäquivalenten knüpft an die Arbeiten von Stephens und 
O’Leary an.  
 
1.6 Zelluläre Migrationsmechanismen 
Die zelluläre Migration ist ein essentieller Mechanismus der in verschiedenen biologischen 
Bereichen eine entscheidende Rolle spielt. Während der Embryogenese finden bspw. durch 
zelluläre Migration wichtige morphogenische Prozesse statt, die zur Ausbildung 
verschiedener Organe und Gliedmaßen führen. Auch im adulten Organismus spielt die 




zelluläre Migration ein wichtige Rolle, indem sie zur Aufrechterhaltung der Funktionsfähigkeit 
beiträgt. So migrieren Leukozyten in der inflammatorischen Phase der Wundheilung aktiv in 
Richtung des Infektionsherdes um eingedrungene Pathogene gezielt zu eliminieren. Darüber 
hinaus sorgt die gerichtete, aktive Migration der Keratinozyten während der 
Reepithelialisierung für eine schnellstmögliche Beseitigung des kutanen Substanzdefektes 
(Lauffenburger und Horwitz, 1996; Eming et al., 2007). Die Voraussetzung für die Migration 
von Zellen ist hierbei die Ausbildung von zellulären Ausstülpungen wie Lamelliopodien, 
Filopodien, Invadopodien oder Blebs, sowie die Adhäsion der Zellen auf der sie umgebenden 
ECM als Grundlage für den Aufbau von Zugkräften, die für eine Vorwärtsbewegung der Zelle 
benötigt werden (Binamé et al., 2010). Diese zellulären Ausstülpungen werden durch 
Polaritätsproteine innerhalb der Zelle koordiniert und sorgen für eine gerichtete Migration. 
Hauptregulatoren für die zelluläre Polarität sind die Rho GTPasen Rac, Cdc 42 und RhoA 
(Sixt, 2012). In Lamelliopodien bspw. aktiviert Rac den WAVE Komplex welcher seinerseits 
den Arp2/3 Komplex aktiviert. Dieser fungiert als Ausgangspunkt für die Aktinpolymerisation. 
Die Aktinfilamentverlängerung wird hierbei von Forminen, welche durch Rac und Cdc 42 
aktiviert werden können unterstützt. Indem sich Profilin, welches Aktin Monomere (G-Aktin) 
gebunden hat an die Formine anlagert erfolgt eine Übertragung der G-Aktine an das sich 
verlängernde Aktinfilament (Faix, 2006; Ridley, 2011). Die verschiedensten 
Zellausstülpungen übernehmen bei der Migration unterschiedlichste Funktionen: Können 
durch die Ausbildung der zweidimensional flächigen Lamelliopodien weite Distanzen 
überbrückt werden, so dienen die dünnen, langgestreckten Filopodien hauptsächlich dazu 
die Umgebung der migrierenden Zelle abzutasten (Binamé et al., 2010; Ridley, 2011). Das 
Spektrum der gebildeten Ausstülpungen ist vom jeweiligen Migrationsmodus der Zelle 
abhängig. Hierbei können Zellen sowohl einzeln als auch in einem geschlossenen Kollektiv 
migrieren (Friedl, 2004). Bei der Einzelzellmigration sind als wichtigste Modi die amöboide, 
sowie die mesenchymale Migrationsform zu nennen. Ist die mesenchymale Migration durch 
die Ausbildung von Integrin vermittelten Fokalkontakten und der Bildung sowohl von 
Filopodien, als auch von Lamelliopodien gekennzeichnet, so zeichnet sich die amöboide 
Migration durch reduzierte Adhärenz zu der darunterliegenden ECM aus (Binamé et al., 
2010; Friedl, 2004). Besonders hervorzuheben ist die Tatsache das Zellen nicht ein 
spezifischer Migrationsmodus zueigen ist, sondern dieser auf Basis externer Faktoren, wie 
der Dimensionalität der Umgebung, der Beschaffenheit der ECM und der Verfügbarkeit von 
Zellkontakten angepasst werden kann (Friedl und Wolf, 2010). 
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Im Gegensatz zur Einzelzellmigration ist die kollektive Migration durch drei Faktoren 
gekennzeichnet: (i) Die Zellen erhalten während der Migration ihre spezifischen Zell-Zell 
Kontakte aufrecht. (ii) Bedingt durch die übergeordnete multizelluläre Polarität wird die 
Organisation des Aktinskeletts suprazellulär koordiniert und dadurch Zugkräfte generiert. (iii) 
Die Zellen modifizieren die sie umgebende ECM während der Migration (Friedl und Gilmour, 
2009; Ilina und Friedl, 2009). Kollektive Migration kann hierbei in einer dreidimensionalen 
Matrix, bspw. während der Invasion tumorigener Zellen in das umliegende Gewebe als auch 
auf einer zweidimensionalen Matrix während der Wundheilung erfolgen (Friedl und Gilmour, 
2009).  
Obwohl die Migration der Keratinozyten während der Wundheilung auf einer 
zweidimensionalen Matrix erfolgt, wird durch die Dreidimensionalität der in die Wunde 
migrierenden Zellzunge ein hohes Maß an Komplexität erzeugt. Um den komplexen 
Mechanismus keratinozytärer Migration auf einer zweidimensionalen ECM mit 
entsprechendem Gewebekontext zu untersuchen wurden verschiedene organotypische in 
vitro Modelle etabliert (siehe Abschnitt 1.5.2). Auf Basis dieser Studien haben sich zwei 
konträre Theorien entwickelt, welche Erklärungsansätze für das Migrationsverhalten der 
Keratinozyten während der Reepithelialisierung liefern. Die erste dieser Theorien, welche als 
Leap-frog- oder Rolling-Theorie bezeichnet wird, postuliert das bei der Verlängerung der 
Zellzunge, suprabasale Keratinozyten über die basalen Keratinozyten migrieren, 
dedifferenzieren, um als neue Basalzellen zur Verfügung zu stehen (Krawczyk, 1971; 
Paladini et al., 1996). Im Gegensatz zu dieser Theorie geht die Tractor-tread-, bzw. Sliding-
Theorie von einem mehrschichtigen Epithel aus, welches in einem Block in das Wundareal 
migriert (Woodley DT, 1996; Radice, 1980). Obwohl verschiedenste Subtypen von 
Keratinozyten und deren Rolle während der Reepithelialisierung identifiziert werden konnten, 
konnte der exakte Reepithelialisierungmechanismus der dreidimensionalen Zellzunge 









1.7 Ziele der vorliegenden Arbeit 
In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Studien auf Basis organotypischer in vitro 
Wundheilungsmodelle durchgeführt, um verschiedenste Aspekte der Wundheilung, wie z.B. 
keratinozytäre Proliferation, Migration und Differenzierung näher zu untersuchen (Auxenfans 
et al., 2009; Laplante et al., 2001; Usui et al., 2005; Stephens et al., 1996; Leary und Wood, 
2003). Klinische Studien gaben darüber hinaus Aufschluss über Wachstumsfaktoren, wie 
bspw. EGF, HGF und PDGF welche in der Lage sind, die Wundheilung positiv zu 
beeinflussen (Tsang et al., 2003; Robson et al., 1992; Baum und Arpey, 2005). Jedoch war 
durch die Fokussierung auf einzelne Wundheilungsaspekte eine systemische Betrachtung 
des kutanen Wundheilungsprozesses nicht gegeben. 
Aus diesem Grund soll in der vorliegenden Arbeit eine Analyse der epidermalen 
Reepithelialisierung aus systembiologischer Perspektive erfolgen, um zu einem besseren 
Verständnis des akuten Wundheilungsprozesses beizutragen. Hierbei sollen auf Basis neu 
entwickelter organotypischer in vitro Wundheilungmodelle mit Hilfe der virtuellen 
Mikroskopie, sowie neuster quantitativer proteomischer Analysemethoden mittels Multiplex-
Technologie das Zusammenspiel der keratinozytären Proliferation, Migration und 
Differenzierung während der Reepithelialisierung sowie die zugrunde liegenden 
Signaltransduktionswege untersucht werden. Folgende konkrete Ziele wurden hierfür 
definiert: 
- Etablierung eines reproduzierbaren organotypischen in vitro Wundheilungsmodells 
- Aufklärung des kutanen Reepithelialisierungsmechanismus unter Berücksichtigung 
des Zusammenspiels zellulärer Migration, Proliferation und Differenzierung 
- Analyse des MAPK-Signalweges, sowie des Transkripitonsfaktors STAT3 als 


































Humane Spenderhaut, vorwiegend aus Mammareduktionen stammend, wurde zur Isolation 
humaner Keratinozyten und Fibroblasten verwendet. 
2.1.2 Antikörper 
2.1.2.1 Primärantikörper für die Immunhistochemie 
Antigen Tier Verdünnung Bestellnummer Hersteller 
Aktin m 1:500 691001 MP Biomedicals 
Connexin 43 rb 1:300 C6219 Sigma-Aldrich 
Desmoglein 1 rb 1:200 Sc-20114 Santa Cruz Biotechnology 
E-cadherin rb 1:100 1702-1 Epitomics 
Filaggrin m 1:75 ab17808 Abcam 
Involucrin m 1:500 NCL-INV Novocastra 
Ki67 m 1:50 m7240 Dako 
Laminin 5 rb 1:1500 ab14509 Abcam 
Occludin rb 1:75 71-1500 Invitrogen 
pS10-Histon 3 rb 1:1500 ab5176 Abcam 
p-STAT3 
(Tyr705) rb 1:50 4191 Cell Signaling 
Vimentin m 1:50 M0725 Dako 
Zytokeratin 10 
(CK10) m 1:1500 SM3042P Acris 
Zytokeratin 14 
(CK14) m 1:1500 ab7800 Abcam 
α-SMA rb 1:100 ab5694 Abcam 
 
2.1.2.2 Sekundärantikörper für die Immunhistochemie 
Typ Gerichtet 
gegen 
Fluorophor Verdünnung Bestellnummer Hersteller 
IgG rb Alexa 488 1:100 A11008 Invitrogen 
IgG m Alexa 594 1:100 A21203 Invitrogen 
IgG m Alexa 488 1:100 A11029 Invitrogen 
IgG rb Alexa 594 1:100 A21207 Invitrogen 
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2.1.2.3 Primärantikörper für die Western Blot Analyse 
Antigen Tier Verdünnung Bestellnummer Hersteller 
p-p38 
(Thr180/Thr182) rb 1:1000 4631 Cell Signaling 
p38 rb 1:1000 9212 Cell Signaling 
p-Erk1/2 
(Thr202/Tyr204) rb 1:1000 4376 Cell Signaling 
Erk1/2 m 1:2000 P27361 Cell Signaling 
Aktin m 1:100000 69100 MP Biomedicals 
p-STAT3 
(Tyr705) rb 1:2000 4191 Cell Signaling 
STAT3 m 1:2000 9139S Cell Signaling 
 





Verdünnung Bestellnummer Hersteller 
IgG m HRP 1:20000 115-035-062 Dianova 
IgG rb HRP 1:20000 111-035-144 Dianova 
 
2.1.3 Reagenzien 
Bezeichnung Information / Hersteller 
99%, 96%, 70% Ethanol Carl Roth GmbH&Co.Kg, Frankfurt, DE 
Aceton Carl Roth GmbH&Co.Kg, Frankfurt, DE 
Acrylamid-Bis Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, DE 
Ammoniumpersulfat AppliChem GmbH, Darmstadt, DE 
Aquatex, Eindeckmedium Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Eosin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, DE 
Eukitt, Eindeckmedium Kindler, Freiburg, DE 
Gils III Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, DE 
HCl (25%) Grüssing, Filsum, DE 
Histosec-Pastillen, Paraffin Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Methanol Carl Roth GmbH&Co.Kg, Frankfurt, DE 
Roti-Histofix, 4% Carl Roth GmbH&Co.Kg, Frankfurt, DE 
TEMED AppliChem GmbH, Darmstadt, DE 
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, DE 
Vectashield®, Eindeckmedium mit DAPI Vector Labs, Burlingame, CA, US 









Bezeichnung Information / Hersteller 
BSA-Lösung 5% BSA in TBS 
EDTA   0,5 M EDTA, pH 8,0 
Milchpulver-Lösung  5% Magermilchpulver in TBST 
PBT-Diluent 
PBS, pH 7,4 
0,005% BSA 
0,02% NaN3 
0,5% Tween 20 
Ponceau-Rot  0,2% Ponceau S in 3% Essigsäure 
Restore™ Western Blot Stripping Buffer Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
SDS-Sammelgel 


















125 mM Tris 
960 mM Glycin 
0,5% SDS 
Semidry-Puffer 
48 mM Tris 




100 mM Tris-HCl, pH 7,5 
1 M NaCl 
0,02 M KCl 
TBST (1x)  
10 mM Tris-HCl, pH 7,5 
100 mM NaCl 
0,001% Tween 20 
          
2.1.5 Medien, Puffer und Reagenzien für die Zellkultur 
Bezeichnung Hersteller 
Braunol B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE 
Cell tracker CMFDA Life Technologies, Grand Island, NY, US 
Cell tracker CMTPX Life Technologies, Grand Island, NY, US 
Collagen R solution 0,4% Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, DE 
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Cryo-SFM; Keratinozyteneinfriermedium PromoCell, Heidelberg, DE 
Dispase BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US 
DMEM PAA-Laboratories, Pasching, DE 
DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, DE 
EDTA Biochrom AG, Berlin, DE 
EFT-400-MM MatTek Corporation, Ashland, MA, US 
EPI-200-MM MatTek Corporation, Ashland, MA, US 
EpiLife®, Keratinozytenmedium Life Technologies, Grand Island, NY, US 
FBS superior Biochrom AG, Berlin, DE 
MEM 10x Life Technologies, Grand Island, NY, US 
PBS PAA-Laboratories, Pasching, DE 
Penicillin/Streptomycin PAA-Laboratories, Pasching, DE 
Quantum 333 PAA-Laboratories, Pasching, DE 
Trypanblau AppliChem GmbH, Darmstadt, DE 
Trypsin-EDTA solution Biochrom AG, Berlin, DE 
 
2.1.6 Geräte und Zubehör  
Bezeichnung Hersteller 
Bio-Plex™ total target Detection Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
Blot-Kammer, Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
BOND™ Etiketten-Drucker Zebra Technologies, Meersbusch, DE 
Einbettstation Microm EC 350 1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Eisbereiter Scotsman MF22 Scotsman Ice Systes, Milan, IT 
Elektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
Eppendorf-Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, DE 
Färbeautomat BOND™ Max Leica Microsystems, Wetzlar, DE 
Gefrierschrank -20°C Liebherr, Biberach an der Riss, DE 
Gefrierschrank -80°C Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Gewebeeinbettautomat Microm STP420D Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Glasgeräte Schott, Mainz, DE 
Inkubator (37°C) HERAcell® 150 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Kühlplatte Microm CP 60 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Kühlschrank Liebherr, Biberach an der Riss, DE 
Laborzentrifuge Labnet Int. Inc., Woodbridge NJ, US 
Luminex Luminex Corporation, Austin, TX, US 
Mikroskop CKX41 Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg, DE 
Mikrotom Microm HM355S Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Milli-Q-Wasserreinigungssystem Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Orbitalschüttler neoLab, Heidelberg, DE 
pH-Messgerät Sartorius AG, Göttingen, DE 
Pipetten 0,5 – 1000 µl Eppendorf, Hamburg, DE 
Pipettierhilfe Hirschmann, Eberstadt, DE 
Plattenschüttler Buddeberg, Mannheim, DE 
Schüttelmühle Retsch GmbH,Haan, DE 
Sicherheitswerkbank HERAsafe® Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Ultraschallbad Bandelin electronic, Berlin, DE 
Vakuum-Absaugpumpe Millipore, Eschborn, DE 




Virtuelle Mikroskopieplattform Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City, JP 
Vortex neoLab, Heidelberg, DE 
Waage Sartorius AG, Göttingen, DE 
Wärmeschrank 60°C Heraeus Instruments, Osterode, DE 
Wasserbad Microm SB 80 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 




12-Well ThinCert™ Insert Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 
12-Well ThinCert™ Platte Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 
6-Well Platte Corning Incorporated, Amsterdam, NL 
96-Well Platte Corning Incorporated, Amsterdam, NL 
Adhäsions-Objektträger Marienfeld, Lauda-Königshofen, DE 
Bond Covertiles Leica Mikrosysteme, Wetzlar, DE 
Bond Titrationscontainer-Röhrchen Leica Mikrosysteme, Wetzlar, DE 
Deckgläser Roth, Karlsruhe, DE 
Einbettkassetten Sanowa, Leimen, DE 
Einweg Skalpelle Feather Safety Razor Co.,LTD., Osaka, JP 
Eppendorf-Reaktionsgefäße 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, DE 
Falcons 15 ml BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US 
Falcons 50 ml Sarstedt, Nümbrecht, DE 
Fuji Medical X-Ray Film Fujifilm, Düsseldorf, DE 
Gewebekulturflaschen T25, T75, T175 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE 
Glaspasteurpipetten Corning Inc., Corning, NY, US 
Kanüle 25G BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US 
Luer-Lok Spritzen 50 ml BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US 
Mikrotom-Klingen A. Hartenstein, Würzburg, DE 
Parafilm® Pechiney Plastic Pack., Chicago, IL, US 
Petrischalen  Orange Scientific, Braine-l’ Alleud, BE 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE 
Präzisions-Saugtücher Kimberley-Clark Professional, Surrey, GB 
PVDF-Membran GE-Healthcare, Solingen, DE 




Bio-Plex™ Phosphoprotein Detection Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
Bio-Plex™ total target Detection Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
Bond Polymer Refine Detection Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE 
Cell lysis kit Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 
EPIDermFT™ EFT-400 MatTek Corporation, Ashland, MA, US 
EpiDerm™ EPI-200 MatTek Corporation, Ashland, MA, US 
In situ Cell Death Detection Kit Roche GmbH, Grenzach-Wyhlen, DE 
Pierce® BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE 




Die im folgenden Abschnitt beschriebenen Arbeiten wurden im Labor des Tissue Imaging 
and Analysis Center (TIGA-Center) durchgeführt.  
 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
2.2.1.1 Einfrieren und Auftauen 
Um die Zellen für die Kryokonservierung vorzubereiten wurden diese zunächst mit PBS 
gewaschen und anschließend mit Trypsin/EDTA behandelt, um sie von der Zellkulturflasche 
abzulösen. Die Trypsinbehandlung wurde mit entsprechendem Medium abgestoppt, die 
Zellen bei 1100 rpm 5 min lang zentrifugiert, mit PBS gewaschen und nach Bestimmung und 
Einstellung der Zellzahl in Kryomedium (für PHF: FCS, 10% DMSO; für PHK: Cryo-SFM) 
überführt. 1,8 ml der Zellsuspension wurden jeweils in Kryoröhrchen pipettiert und über 
Nacht bei -80°C in einem Kryo-Einfriergerät (Mr. Frosty) gelagert um eine reproduzierbare 
Abkühlgeschwindigkeit von 1°C pro min zu gewährleisten. Am darauffolgenden Tag wurden 
die Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff (gasförmige Phase) bei -196°C eingelagert.  
Zum Auftauen der kryokonservierten Zellen wurden diese in einem Wasserbad bei 37°C 
aufgetaut, in 5 ml Medium resuspendiert und bei 1100 rpm für 5 min zentrifugiert. Das Pellet 
wurde in Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche überführt. 
 
2.2.1.2 Isolierung primärer humaner Keratinozyten (PHK) 
Haut aus der Mamma- und Bauchregion, welche bei plastisch-chirurgischen Eingriffen 
entfernt worden war, wurde in Transportmedium (DMEM, ohne FCS mit 2% „Antibiotic-
Antimycotic Solution“)  bei 4°C geliefert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurde das 
subkutane Fettgewebe mittels Skalpell entfernt. Das restliche Gewebe wurde für 15 min zur 
Desinfektion in Braunol inkubiert und im Anschluss zweimal mit PBS gespült. Das Gewebe 
wurde in einer Petrischale ausgebreitet und mit einem sterilen Skalpell und Pinzette in 
schmale (max. 1,5 cm breit, 4 cm lang) longitudinale Streifen geschnitten, die wiederum im 
90 Grad Winkel alle 2 mm eingeschnitten wurden. Die bearbeiteten Streifen wurden in 10 ml 
Dispaselösung (2,4-3,7 U/ml) aufgenommen, in ein 50 ml Falcon-Reaktionsgefäß überführt  




und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Gewebestreifen in 
eine mit HEPES-BSS gefüllte Petrischale gegeben und die Epidermis von der Dermis mittels 
einer Pinzette getrennt. Die Epidermis wurde in ein separates, mit HEPES-BSS gefülltes, 
15 ml Falcon-Reaktionsgefäß überführt, bei 1100 rpm 5 min zentrifugiert und das Pellet in 
5 ml Trypsinlösung (0,25 %) bei 37°C für 7-10 min inkubiert. Nach der Inkubationszeit 
wurden 5 ml Trypsin-Inhibitor (1 mg/ml) zur Neutralisierung des Trypsins hinzugegeben und 
die Suspension durch einen 70 µm Falcon-Zellsieb unter Zugabe von PBS passagiert. Das 
Filtrat wurde bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert, das Zellpellet in Keratinozytenmedium 
resuspendiert und jeweils 1x106 PHK in Petrischalen (10 cm2) ausgesät. Der erste 
Mediumswechsel erfolgte frühestens nach zwei bis drei Tagen und wurde im Anschluss alle 
zwei Tage bis zu dem Erreichen einer 80%-igen Konfluenz fortgeführt. Die PHK wurden 
daraufhin passagiert oder kryokonserviert. 
 
2.2.1.3 Isolierung primärer humaner Fibroblasten (PHF)  
Zur Isolation PHF aus de-epidermisierter Dermis wurde eine Explantationskultur angelegt 
(Rittié und Fisher, 2005). Die in Abschnitt 2.2.1.2 beschriebene Dermis wurde mittels 
Skalpell  in 1 mm³ große Stücke geschnitten und jeweils 15-20 Stücke in einer Petrischale für 
20 min bei RT luftgetrocknet um eine ausreichende Adhärenz zu gewährleisten. Nach Ablauf 
der Inkubationszeit wurden die Dermisstücke mit Fibroblastenmedium (Quantum 333) 
bedeckt und über Nacht bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das 
Medium gewechselt und abgeschwommene Dermisstücke entfernt. Die Explantate wurden 
mit wöchentlichem Mediumwechsel für weitere zwei bis drei Wochen kultiviert, wobei 
zweimal in der Woche die Migration der Fibroblasten aus den Explantaten mikroskopisch 
kontrolliert wurde. Sobald zwei Drittel der Petrischalenfläche von migrierten Fibroblasten 
bedeckt war, wurden diese subkultiviert oder kryokonserviert. Die Explantationskultur konnte 
mit den gleichen Dermisstücken bis zu dreimal wiederholt werden. 
 
2.2.1.4 Kultivierung und Passage primärer humaner Zellen 
PHK und PHF wurden bei 37°C unter 5% CO2-Gehalt und 96% Luftfeuchtigkeit kultiviert, bis 
sie eine Konfluenz von 80-90% erreicht hatten. Als Medium wurde für PHK 
Keratinozytenmedium, für PHF Quantum 333 verwendet. Zur Passage wurde das Medium 
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abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und für 10 min bei RT mit EDTA-
Lösung inkubiert. EDTA ist in der Lage mit zweiwertigen Kationen wie Calcium und 
Magnesium Komplexe zu bilden und durch deren Depletion die zellbindenden 
Membranproteine zu destabilisieren. Nach Abnahme der EDTA-Lösung wurden die Zellen für 
5-10 min bei 37°C mit Trypsin-EDTA-Lösung behandelt und nach Ablauf der Inkubationszeit 
durch leichtes Abklopfen von der Zellkulturflasche abgelöst. Der Trypsinverdau wurde durch 
Zugabe der gleichen Menge an Keratinozytenmedium, bzw. Quantum 333 gestoppt, die 
Zellen bei 1100 rpm für 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in PBS resuspendiert. Von 
dieser Zellsuspension wurden 30-50 µl abgenommen, mit Trypanblaulösung in einem 
Verhältnis von 1:1 gemischt und eine routinemäßige Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-
Zählkammer durchgeführt. Der Azofarbstoff Trypanblau diente hierbei als Vitalitätsmarker, da 
der Farbstoff aufgrund seiner Größe Zellmembranen lebender Zellen nicht passieren kann 
und dadurch selektiv nur in tote Zellen eindringt. Die verbleibende Zellsuspension wurde bei 
1100 rpm für 5 min zentrifugiert, in Keratinozytenmedium, bzw. Quantum 333 aufgenommen 
und in Zellkulturflaschen überführt.   
 
2.2.2 Herstellung und Kultivierung organotypischer Wundheilungsmodelle 
2.2.2.1 Humane EpiDerm™ (EPI) und EpiDerm™ full thickness (EFT) in vitro 
Hautkulturen 
Humane organotypische in vitro Hautkulturen wurden von der Firma MatTek auf einem 
nährstoffhaltigen Agarosegel bei 4°C geliefert. Während die EPI-Kulturen ausschließlich aus 
epidermalen Keratinozyten bestanden, enthielten die EFT-Kulturen zusätzlich normale 
humane dermale Fibroblasten (NHDF). Beide Zelltypen wurden aus neonatalem 
Vorhautgewebe gewonnen. Nach Lieferung wurden die Kulturen von dem Agarosegel in 
0,9 ml (EPI), bzw. 2 ml (EFT) Maintenance-Medium überführt und 3 Tage lang equilibriert. 
Durch die Kultivierungsbedingungen des Herstellers konnte bei den EPI-Kulturen ein 
reproduzierbares Hautmodell, bestehend aus mehrschichtiger, differenzierter Epidermis, 
gewährleistet werden, welches bei den EFT-Kulturen durch den Zusatz eines funktionellen 
dermalen Kompartiments erweitert wurde.  
 




2.2.2.2 Herstellung zellulärer dermaler Äquivalente (DE) 
Zur Herstellung zellulärer DE wurden PHF Populationen aus Haut weiblicher Spender (Alter: 
≥ 50 Jahre) verwendet. Die Zellen wurden unter Verwendung des Mediums Quantum 333 bei 
37°C und 5% CO2-Gehalt kultiviert und nach Erreichen von 80-90% Konfluenz durch 
Trypsinisierung geerntet. Es wurden ausschließlich PHF aus Passage 1 bis 3 verwendet. Für 
die Herstellung DE wurde eine Kollagenlösung angesetzt, welche zu 70% aus 
Rattenschwanzkollagen (4 mg/ml) und zu jeweils 10% aus NaOH (1 M) und MEM (10x) 
bestand. Die verbleibenden 10% bildeten die PHF, welche mit FCS auf eine Zellzahl von 
1x106 Zellen pro ml verdünnt und der auf pH 7,0 eingestellten Kollagenlösung beigemischt 
wurden. Jeweils 2,5 ml dieser zellulären Kollagenlösung wurden in ein Well einer 6-Well 
Platte transferiert und für 15 min bei 37°C inkubiert um eine Polymerisation des Kollagens zu 
gewährleisten. Nach der Inkubationszeit wurden durch Zugabe von jeweils 3 ml 
Quantum 333 die DE mittels einer 27G-Kanüle von den Wänden des Wells abgelöst und für 
weitere 10 Tage bei 37°C und 10% CO2-Gehalt kultiviert. Während dieser Zeit sezernierten 
die PHF zusätzliche Komponenten der extrazellulären Matrix, so dass das Kollagengel um 
90% kontrahierte. Ein Mediumwechsel erfolgte an jedem zweiten Tag.    
 
2.2.2.3  Organotypisches Wundheilungsmodell auf Basis von Vollhautäquivalenten  
Die equilibrierten EFT-Kulturen wurden mittels Skalpell aus den Inserts herausgeschnitten 
und mit einer zirkulären Biopsiestanze verwundet (Abb. 5). In Abhängigkeit der jeweiligen 
Fragestellung wurde entweder eine zweifache konzentrische Verwundung mittels 2 mm 
Stanze oder eine einfache Verwundung mittels 3 mm Stanze appliziert. Für die 
Quantifizierung der Reepithelialisierungs- und Proliferationskinetik wurde die 2 mm 
Verwundungsstrategie gewählt, da durch eine erhöhte Datenakquisition die 
Modelleigenschaften mit in vivo Daten, als Grundlage für das weitere Vorgehen, verglichen 
werden konnten. Für die Analyse des Reepithelialisierungsmechanismus wurde die 3 mm 
Verwundungsstrategie gewählt, so dass ein größeres Wundareal zur Verfügung stand um 
die individuellen Keratinozytenbewegungen in der sich neubildenden EET verfolgen zu 
können. Die verwundeten EFT Kulturen wurden durch Zugabe von 6 µl unpolymerisierten 
Rattenschwanzkollagens, welches als „Klebstoff“ diente, auf den DE befestigt und in 12-Well 
ThinCert™-Inserts transferiert. Die Kulturen wurden für 5 min bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
inkubiert, um ein Auspolymerisieren des Kollagens und die damit einhergehende feste 
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Bindung zwischen EFT Kultur und DE zu gewäh
Wundheilungsmodelle durch die Zugabe von 4 ml EFT 
Medium Grenze bei 37°C und 5% CO
jedem zweiten Tag wurde das Medium gewechselt
angegebenen Zeiträumen geerntet und in 4%
(siehe Abschnitt 2.2.3). 
Abb. 5: Zusammenbau des organotypischen EFT Wund
(A) Schematische Darstellung der Wund
wurden mit einer Biopsiestanze verwundet und auf ein zelluläres dermales 
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Ebene 3, zu gelangen. Aus Ebene 2 und 3 wurden jeweils 10 Konsekutivschnitte für spätere 
Analysen entnommen.     
 
2.2.3.1 Hämatoxylin-Eosin Färbung 
Die Hämatoxylin-Eosin Färbung ist eine Routinemethode die zur morphologischen Analyse 
feingeweblicher Schnittpräparate Anwendung findet. Durch Oxidation des eingesetzten 
Hämatoxylins entsteht Hämatein, welches durch Chelatbildung mit mehrwertigen Kationen, 
z.B. Al3+ einen Farbstoffkomplex, das Hämalaun bildet. Hämalaun färbt basophile Strukturen, 
wodurch sich insbesondere Zellkerne durch die darin enthaltene Desoxyribonukleinsäure 
anfärben lassen. Als Gegenfärbung zu Hämalaun wurde Eosin verwendet, welches als 
anionischer, saurer Farbstoff acidophile Strukturen, vornehmlich Proteine des Zytoplasmas, 
anfärbt. Zur Färbung der FFPE-Schnittpräparate wurden diese bei 65°C entparaffiniert und 
zweimal für 5 min in Xylol eingetaucht. Durch die darauffolgende absteigende Alkoholreihe 
(99%, 96%, 70% Ethanol) wurden die Präparate rehydriert und in Aqua dest. aufgenommen. 
Die Schnittpräparate wurden für 1 min in Gils III getaucht, durch kurzes Eintauchen in 
Leitungswasser gebläut und mit 0,5% HCL in Ethanol differenziert. Nach einer 
mikroskopischen Überprüfung der Kernfärbung wurden die Präparate für 40 s in Eosin 
getaucht und nach einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 99% Ethanol) in Xylol 
aufgenommen und in Eukitt® eingedeckt. 
 
2.2.3.2 Immunohistochemische Färbungen 
2.2.3.2.1 Automatisierte immunohistochemische Färbungen 
Die automatisierte Färbung von Hellfeldpräparaten erfolgte mittels des Leica BOND-III 
Färbeautomaten nach dem internen Protokoll „Niels 30d, Dewax“. Mit diesem System 
können sowohl Maus-anti-Human als auch Kaninchen-anti-Human Primärantikörper 
verwendet werden. Zu Beginn des Protokolls wurden die Schnittpräparate zweimal für 30 s 
bei 72°C und einmal bei RT mit BOND-Dewax-Solution behandelt um sie zu entparaffinieren. 
Nachdem die Präparate dreimal für 30 s mit 99%-igen Ethanol behandelt und dreimal für 
insgesamt 6 min bei RT mit der BOND-Wash-Solution gewaschen wurden, erfolgte eine 
Antigendemaskierung mittels Citratpuffer (pH 6,0), EDTA-Puffer oder FastEnzyme. Zwischen 
den nachfolgend beschriebenen Schritten erfolgte jeweils ein dreimaliger Waschschritt 




mittels BOND-Wash-Solution bei RT. Auf den Präparaten wurde ein Peroxidblock mit 3% 
(v/v) Wasserstoffperoxid und im Anschluss ein Serumblock mit 10% Ziegenserum in PBS 
durchgeführt. Durch diese Schritte wurden sowohl endogene Peroxidasen als auch 
endogenes Biotin blockiert um unspezifische Bindungen der Primärantikörper zu verhindern. 
Die Primärantikörper wurden in entsprechender Verdünnung (siehe Abschnitt 2.1.2.1) auf die 
Schnittpräparate gegeben und für 30 min bei RT inkubiert. Nach 8 min Inkubation eines 
Polymerpenetrationsverstärkers (Kaninchen-anti-Maus-IgG) wurden die Schnittpräparate für 
weitere 8 min mit einem Polymer (Anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) behandelt, mit Aqua dest. 
gespült und 10 min mit Mixed-DAB-Refine-Lösung inkubiert. Im Anschluss wurden die 
Präparate in Aqua dest. aufgenommen und in dem wässrigen Eindeckmedium Aquatex® 
eingedeckt.   
 
2.2.3.2.2 Immunohistochemische Fluoreszenzfärbungen 
FFPE-Schnittpräparate wurden durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert und in 
TBS-Puffer aufgenommen, oder in dem Leica BOND-III Färbeautomaten mittels BOND-
Dewax-Solution entparaffiniert und eine entsprechende Antigendemaskierung durchgeführt. 
Die Fläche um die zu färbenden Gewebepräparate wurde mit Fixogum zur Minimierung des 
Verbrauchs von Primär- und Sekundärantikörpern eingegrenzt. Nach dem Trocknen der 
Schnittpräparate wurde der Primärantikörper in der jeweiligen Verdünnung (siehe Abschnitt 
2.1.2.1) auf die Schnittpräparate pipettiert und über Nacht bei RT in einer Feuchtkammer 
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Präparate dreimal 5 min mit TBS-Puffer bei 
RT gewaschen und der Sekundärantikörper in der jeweiligen Verdünnung (siehe Abschnitt 
2.1.2.2) für 60 min bei RT appliziert. Im Anschluss erfolgten drei 5-minütige Waschschritte 
mit TBS Puffer bei RT. Das Fixogum wurde entfernt und die Schnittpräparate mit 
Vectashield® eingedeckt. Um des Auslaufen des Eindeckmediums zu verhindern, wurden 
die Seiten des Deckglases mit Eukitt®  abgedichtet, die Präparate unter Ausschluss von Licht 
getrocknet und im Anschluss bei 4°C gelagert.  
 
2.2.3.2.3 Zweistufige Fluoreszenzfärbung 
Für die zweistufige Fluoreszenzfärbung migrierender Keratinozyten wurden der grüne 
Zelltracker CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetat) sowie der rote Zelltracker CMTPX 
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verwendet. Die Abspaltung der jeweiligen Acetylgruppe durch zytoplasmatische Esterasen 
führt ausschließlich in lebenden Zellen zu einem starken Fluoreszenzsignal dieser 
Farbstoffe. Die Wundheilungsmodelle wurden in zwei Schritten mit den 
Fluoreszenzfarbstoffen behandelt: Unmittelbar nach Verwundung, zu dem 0 h Zeitpunkt, 
wurden 4 µl einer 25 µM CMFDA- und nach einer 24 stündigen Wartezeit CMTPX-Lösung in 
gleicher Menge und Konzentration direkt in die Wunde appliziert und 45 min bei 37°C 
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Wundareal dreimal mit PBS gespült und das 
jeweilige Medium gewechselt.   
 
2.2.4 Virtuelle Mikroskopie und Bildanalyse 
Durch die mikroskopische Analyse kompletter Schnittpräparate der Wundheilungsmodelle 
können im großen Umfang Datensätze erhoben werden, die eine präzise Beschreibung der 
zellulären Vorgänge sowohl in der Wundregion als auch in dem angrenzenden Gewebe 
erlauben.  Zur Digitalisierung der Schnittpräparate wurde die virtuelle Mikroskopieplattform 
Nanozoomer Digital Pathology (NDP) der Firma Hamamatsu Photonics verwendet. Mit 
dieser Plattform wurden Objektträger mit den darauf enthaltenen Präparaten in drei 
Z-Schichten mit jeweils 2 µm Abstand und einer Auflösung von 460 nm/Pixel komplett 
gescannt und in virtuelle Mikroskopiebilder übertragen. Diese virtuellen Mikroskopiebilder 














Abb. 7: Visiopharm™ Software zur Bestimmung des epidermalen Proliferationsind
(A) Fluoreszenzgefärbte Schnitte, sowie Hellfeldpräparate wurden von der Software automatisch 
akquiriert. Nach manueller Kompartimentalisierung der Hellfeldpräparate, bzw. vollautomatischer 
Gewebeerkennung und Kompartimentalisierung fluoreszenzgefärbter Schnittpräparate wu
Nuklei auf Basis der jeweiligen Farbintensität klassifiziert. Der nachgesc
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(Alexa 488), Ki67 (Alexa 594) und eine DAPI-Kernfärbung aufweisen. Virtuelle 
Mikroskopiebilder der Hellfeld-, sowie der fluoreszenzgefärbten Präparate wurden von der 
Software automatisiert akquiriert. Nach Akquisition der jeweiligen Bilder wurden bei den 
Hellfeldpräparaten manuell die zu analysierenden Bildregionen ausgewählt. Hierfür wurde in 
der Epidermis, durch Einzeichnung entsprechender Masken, eine basale Region, welche die 
pallisadenförmigen, basalen Keratinozyten enthielt, sowie eine suprabasale Region, welche 
die differenzierten Zellen enthielt, definiert. Zur Klassifikation positiver Zellkerne wurde die 
DAB Intensität herangezogen. Durch den nachgeschalteten Post-Process wurden 
Bildartefakte entfernt und die Zellkerne aufgrund morphometrischer Kennzeichen, wie z.B. 
Größe und Form, identifiziert und quantifiziert (Abb. 7 B).  
Im Falle der fluoreszenzgefärbten Präparate erfolgte im Anschluss an die Bildakquisition eine 
implementierte, vollautomatische Unterscheidung des Gewebes von dem entsprechenden 
Hintergrund des Objektträgers sowie eine Kompartimentalisierung der Gewebe-Bilder in 
gleich große Bereiche. In diesen Bereichen wurde das Wundareal automatisiert detektiert 
und davon ausgehend Bildregionen in Abhängigkeit des Abstandes zur Wunde definiert. 
Durch die E-cadherin und Laminin 5 Färbung wurde die Epidermis automatisch erkannt. 
Aufgrund der Tatsache, dass auf der basalen Seite der Epidermis, bedingt durch das 
dermale Kompartiment, Fibroblastenzellkerne erkannt werden konnten, während die andere, 
korneale Seite der Epidermis ausschließlich von dem Hintergrund des Objektträgers 
umgeben war, konnte automatisiert eine Basallamina definiert werden. Jeweils in 
Abhängigkeit zum Abstand dieser Basallamina wurde jedes Bild in eine basale, sowie eine 
suprabasale Region eingeteilt. Die Klassifikation der Ki67 positiven Nuklei erfolgte auf Basis 
der Alexa 594 Intensität. Klassifizierte Zellkerne wurden nach Durchlaufen des oben 
beschriebenen Post-Processes quantifiziert  (Abb. 7 C).  
Für die Kalkulation des epidermalen Proliferationsindex (EPI) wurde die Anzahl Ki67 
exprimierender, basaler Keratinozyten durch die Gesamtzahl der Basalzellen geteilt und der 
prozentuale Anteil entsprechend gebildet. Hierbei wurden die zu analysierenden 
Schnittpräparate jeweils in 10 gleich große Regionen eingeteilt: Vier Regionen wurden in 
dem Wundareal, 3 Regionen jeweils links und rechts neben dem Wundareal im 
unverwundeten Bereich der Kultur definiert und der EPI für jede Region unabhängig 
bestimmt.    




2.2.4.2 Quantifizierung der Reepithelialisierung 
Bei einem kreisförmigen Wundareal ist der Reepithelialisierungsgrad abhängig von der 
jeweiligen Wundtiefe und dem damit einhergehenden Abstand der Wundränder. Da die 
Reepithelialisierung kreisförmig zur Wundmitte erfolgt, sind folglich an den Wundrändern mit 
entsprechendem niedrigen Wunddurchmesser höhere Reepithelialisierungsgrade zu 
erwarten. Um vergleichbare Werte zu erhalten wurden, basierend auf der in Abschnitt 2.2.3 
beschriebenen, definierten Schneidemethode, ausschließlich Schnittpräparate mit einem 
Wunddurchmesser zwischen 1000-1500 µm quantifiziert. Die Reepithelialisierung wurde auf 
Basis der Länge der jeweiligen Migrationszunge (lEET) pro Tag vermessen. Der 
Wunddurchmesser (lWunde) entsprach hierbei der Distanz zwischen dem Stratum corneum der 
beiden unverwundeten Bereiche des organotypischen Wundheilungsmodells. Zur 
Bestimmung der relativen Reepithelialisierung wurde die Länge der Migrationszunge (lEET) 
durch den entsprechenden Wunddurchmesser (lWunde) geteilt. Für die Quantifizierung wurde 
die Software „Nanozoomer virtual slide viewer“ der Firma Hamamatsu herangezogen.    
 
2.2.4.3 Zellpolaritätsanalyse 
Für die Bestimmung der Zellpolarität wurden die Schnittpräparate organotypischer 
Wundheilungsmodelle jeweils in sechs gleich große Regionen (R1-R6) eingeteilt und die 
Analyse des Neigungsgrades der nukleären Längsachse für jede Region unabhängig 
durchgeführt. Die epitheliale und basale Region wurden manuell mit Hilfe der roipoly 
Funktion von MATLAB eingezeichnet und die Zellkerne auf Basis der Intensität der DAPI-
Kernfärbung identifiziert. Um den Neigungsgrad der Nuklei in Abhängigkeit der Basallamina 
zu quantifizieren, wurden für jeden Kern die entsprechende Neigung seiner Längsachse 
vermessen. Der Neigungsgrad der Kerne, der von 90° (senkrecht stehender Nukleus) bis 0° 
(horizontal liegender Nukleus) reichte, wurde hierbei zwischen der X-Achse (Basallamina) 
und der Längsachse der Kerne gebildet.  
 
2.2.5 MTT-Test  
Die Viabilität der organotypischen Wundheilungsmodelle wurde anhand des kolorimetrischen 
MTT-Tests überprüft. Hierbei wird das gelbe MTT von der in den Mitochondrien 
vorkommenden Dehydrogenase zu blauem Formazan reduziert und der daraus resultierende 
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Farbumschlag bei  570 nm detektiert. Die organotypischen Wundheilungsmodelle wurden 
wie in Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben hergestellt und mit den Zelltrackern CMTPX und 
CMFDA mit einer jeweiligen Konzentration von 25 µM gefärbt. Die Wundheilungsmodelle 
wurden in ihren ThinCert™-Inserts in eine 6-Well Platte transferiert und nach Zugabe von 
300 µl MTT-Medium (1 mg/ml MTT in EFT Maintenance-Medium) für 3 h ± 5 min bei 37°C 
und 5% CO2-Gehalt inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen, 
die organotypischen Wundheilungsmodelle in den Wells zweimal mit PBS gewaschen und in 
eine neue 6-Well Platte transferiert. Um das umgesetzte Formazan zu extrahieren wurden 
die Wundheilungsmodelle durch Zugabe von jeweils 2 ml 2-Propanol in jedes Insert 
vollständig bedeckt und 2 h bei RT auf einem Plattenschüttler mit 120 rpm inkubiert. Die 
Verdunstung des 2-Propanols wurde durch Abdichten der 6-Well Platte mit Hilfe von 
Parafilm® vermieden. Nach der Extraktionszeit wurden die Wundheilungsmodelle und deren 
Inserts mit einer Injektionskanüle durchstochen um ein Ablaufen des Extraktes in das 
darunterliegende Well zu gewährleisten. Pro Wundheilungsmodell wurden zweimal 200 µl 
Extrakt jeweils in ein Well einer 96-Well Platte pipettiert und die Absorption bei 570 nm 
gemessen.  
    
2.2.6 TUNEL-Assay 
Der TUNEL-Assay dient zum Nachweis apoptotischer Zellen. Während der Apoptose führt 
die Spaltung genomischer DNA zu doppelsträngigen DNA-Fragmenten niedrigen 
Molekulargewichts (Mono-, bzw. Oligonukleosome) und Einzelstrangbrüchen, sog. Nicks, mit 
hohem Molekulargewicht. Diese DNA-Strangbrücke können über ihre 3‘-OH Enden durch 
enzymatische Addition fluoreszenzmarkierter Nukleotide mittels terminaler 
Deoxynukleotidyltransferase (TdT) identifiziert werden. Zur Durchführung des 
TUNEL-Assays wurden 3 µm dicke Gewebeschnitte der Wundheilungsmodelle entparaffiniert 
und durch eine reverse Alkoholreihe rehydriert. Die Gewebeschnitte wurden nach Zugabe 
von Proteinase K (20 µg/ml) für 15 min bei RT vorbehandelt und im Anschluss zweimal mit 
PBS gewaschen. Als Positivkontrolle diente ein mit DNaseI (500 U/ml in PBS verdünnt) für 
10 min. bei 37°C behandelter Gewebeschnitt. Die Deoxynukleotidyltransferase  wurde 1:10 
mit Label-Solution verdünnt und jeweils 50 µl dieses Reaktionsmixes auf die Gewebeschnitte 
pipettiert und bei 37°C für 60 min. inkubiert. Die Gewebeschnitte wurden mit VectaShield® 
eingedeckt und eingescannt. 




2.2.7 Proteomische Analyse epidermaler organotypischer Wundheilungsmodelle 
Für die proteomische Analyse wurde der Phosphorylierungsstatus intrazellulärer Proteine 
sowie deren relative Konzentration, die absolute Konzentration von 50 Proteinen in den 
Lysaten und die absolute Konzentration von 50 Zytokinen in den Überständen der 
epidermalen organotypischen Wundheilungsmodelle gemessen. Zu diesem Zweck wurden 
die Wundheilungsmodelle mit einem Skalpell aus den Inserts herausgelöst und mittels 5 mm 
Biopsiestanze in zwei Bereiche, 1) einen inneren Ring nahe der Wunde und 2) einen 
äußeren Ring mit unverwundetem Gewebe eingeteilt. Die beiden Gewebe-Ringe wurden 
unverzüglich in flüssigem Stickstoff bei -196°C schockgefroren und im Anschluss bei -80°C 
gelagert, um die Phosphorylierungsmuster der Proteine zu konservieren. Die 
Kulturüberstände wurden gesammelt und bei -80°C gelagert. 
 
2.2.7.1 Proteinisolation 
Die gefrorenen Gewebe-Ringe der epidermalen Wundheilungskulturen wurden bei 4°C auf 
Eis in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit Schraubverschluss transferiert. In jedes 
Reaktionsgefäß wurden 120 µl Lysepuffer, sowie drei Stahlkugeln mit einem Durchmesser 
von 0,3 cm hinzugegeben und die Gewebe mit Hilfe einer Schüttelmühle für 4 min. bei 30 hz 
aufgeschlossen. Die nachfolgend beschriebene Abfolge von Schritten wurde insgesamt 
dreimal wiederholt: Die Gewebelysate wurden für 15 min bei -80°C eingefroren, für 30 min 
bei 4°C auf Eis aufgetaut, gevortext, anzentrifugiert und für 10 min bei 4°C in einem 
Ultraschallbad homogenisiert. Die Gewebehomogenisate wurden im Anschluss für 20 min. 
bei 4°C und 16.400 rpm zentrifugiert, die Überstände in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
und bei -80°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels des BCA-
Protein-Assay Kit der Firma Pierce. Hierbei reduzieren die in einer alkalischen Lösung 
vorhandenen Proteine Cu+2 zu Cu+1, welches eine Verbindung mit Bicinchoninsäure in einem 
stöchiometrischen Verhältnis von 1:2 eingeht (Smith et al., 1985). Der daraus resultierende 
violette Produktkomplex wird kolorimetrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm detektiert.  
 
 




Der Nachweis dieser Bead
Sandwich-ELISAs. Hierbei w
große Polystyrol-Beads gebunden, welche intern mit roten und infraroten Fl
markiert sind. Diese gekoppelten Beads binden die in den Lysaten enthaltenen Zielproteine
Nach mehreren Waschschritten
ein anderes Epitop des Zielproteins gerichtet ist und zu einem Sandwich
Antikörper-Antigen-Antikörper
Zugabe von Streptavidin gekoppelten Phycoerythrin
verwendeten Luminex-Durchflusszytometer 
Lasern angeregt. Der grüne Laser
rote Laser (635 nm) die Bead internen Fluoreszenzfarbstoffe an. 
Fluoreszenzsignatur lassen sich die gekoppelten Beads differenzieren, so
Probe bis zu 100 verschiedene Zielproteine gleichzeitig gemessen werden können.
Abb. 8: Prinzip der Multiplex Analyse.
Die Antikörper gekoppelten Polystyrol
Antikörper, der ein anderes Epitop des Zielproteins erkennt, bindet nach Zugabe PE
Streptavidin. Beads und gebundenes PE können durch die Anregung
detektiert werden und geben Aufschluss über die Art und die erfolgreiche Kopplung des Zielproteins
(verändert nach (Kellar und Iannone, 2002)
Die Proteinlysate wurden zur Messung des Gesamtproteins auf eine Konzentration von 
0,4 µg/µl, zur Messung der Phosphorylierungsmuster auf eine Konzentration von 0,3
eingestellt und mit den Bio-
 
 
-basierten Multiplex Analyse beruht auf dem Prinzip des 
erden Zielprotein-spezifische Antikörper kovalent 
 wird ein biotinylierter Antikörper hinzugegeben, der gegen 
-Komplex führt. Die Detektion des Zielproteins
 (Abb. 8). Durch den
werden die Beads jeweils einzeln von zwei 
 (532 nm) regt hierbei das gekoppelte
 
-Beads binden das Zielprotein. An den zweiten biotynilierten 
 zweier Laser (grün, rot) simultan 
).  
Plex®-Kits der Firma BioRad vermessen.  
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 Phycoerythrin, der 
Durch ihre interne 










2.2.7.3 Western Blot 
Für die nachfolgende Western Blot Analyse wurden die nachzuweisenden Proteine auf Basis 
ihres Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Hierbei denaturiert SDS die durch 
β-Mercaptoethanol reduzierten Proteine und bildet mit diesen Komplexe. Die Proteine 
weisen dadurch ein konstantes Ladungs-zu-Masse-Verhältnis von 1,4 g SDS/g Protein in 
1%-iger SDS-Lösung auf (Rehm und Letzel, 2009). Aufgrund vergleichbarer 
hydrodynamischer Eigenschaften durchwandern die Proteine das polymerisierte Acrylamid, 
welches als eine Art molekulares Sieb wirkt und die Proteine der jeweiligen Masse 
entsprechend auftrennt. Zu diesem Zweck wurden jeweils 15 µg Proteinlysate auf ein 
diskontinuierliches Lämmli-System, bestehend aus 10% Acrylamid, im Trenn- und 5% 
Acrylamid im Sammelgel aufgetragen. Die aufgetrennten Proteine wurden im Anschluss 
elektrophoretisch auf eine PVDF Membran transferiert. Der Transfer wurde mittels 
Ponceaurotfärbung überprüft. Nach Absättigung der Proteinbindungsstellen der Membran 
durch 5%-ige Milchlösung, bzw. 5%-ige BSA-Lösung wurden die immobilisierten Proteine mit 
den in Abschnitt 2.1.2.3 gelisteten Antikörpern nachgewiesen. 
 
2.2.7.4 Ablösung der Primärantikörper von Western Blot Membranen 
Zur Ablösung primärer Antikörper von bereits behandelten Western Blot Membranen wurde 
der Restore™ Western Blot Stripping Buffer der Firma Thermo Fisher verwendet. Die 
Membranen wurden dreimal für 5 min in TBS-Puffer gewaschen und im Anschluss für 
10 min. bei RT in dem Stripping Buffer inkubiert. Nach drei weiteren 5 minütigen 
Waschschritten in TBS wurden die Membranen 1 h bei RT mit 5%-iger BSA-Lösung geblockt 
und im Anschluss dreimal, jeweils 5 min mit TBST-Puffer gewaschen. Die so behandelten 






































3.1 Entwicklung eines organotypischen Wundheilungsmodells 
3.1.1 Funktionale Charakterisierung
Für die Analyse der Reepithelialisierung 
Dies setzt die Integration eines funktionalen dermalen Kompartiments in das organotypische 
Wundheilungsmodell als Basis epidermaler
vitale, funktionale Fibroblasten aufgrund ihrer Fortbewegung innerhalb d
Kollagenfibrillen unter Ausschluss
(Hunt und Ehrlich, 2012). Dieser Prozess führt zu einer Kontraktion des Kollagengels, 
welches bis auf 1/28-tel seiner Ausgangs
Funktionalität der in dieser Arbeit
Kontraktionsfähigkeit bewertet. 
Kollagenlösung in ein Well einer 6
mit azellulären Gelen verglichen (
Abb. 9: Gel-Kontraktion-Kinetik der Fibroblasten
Die zellulären Kollagengele wurden im Laufe 
kontrahiert und reduzierten ihre Fläche um 
polymerisierten aus, jedoch konnte keine Kontraktion festgestellt werden.
 zellulärer dermaler Äquivalente 
sind in vivo ähnliche Modellbedingungen
-dermaler Interaktion voraus. Es ist bekannt, dass 
es Kollagengels lose 
 von Wasser zu kompakten Kollagenfasern verdichten 
fläche reduziert werden kann (Bell et al., 1979)
 eingesetzten Fibroblasten wurde entsprechend ihrer Gel
Hierzu wurden jeweils 2x105 Fibroblasten in 
-Well Platte pipettiert und deren Gel-Kontraktionsfähigkeit 
Abb. 9).     
 
. 
der siebentägigen Inkubationszeit von den Fibroblasten 












Während der siebentägigen Inkubation reduzierte sich der Durchmesser der zellulären 
Kollagengele von durchschnittlich
Fibroblasten wurde das Kollagengel auf 28% seiner ursprünglichen Fläche kontrahiert. Das 
azelluläre Kollagengel polymerisierte aufgrund des 
Kontraktion festgestellt werden.
die azellulären Kollagengel
enthielten und eine mögliche 
Es stellt sich jedoch die Frage
spezifische Fibroblastenpopulation zurückzuführen ist, oder ob es sich hierbe
heterogene Zellpopulation aus Fibroblasten und Myofibroblasten handelt. Vimentin und 
α-SMA sind bekannte Marker für Myofibroblasten
Kolokalisation dieser Marker in 
identifiziert und die Heterogenität der Zellpopulation bestätigt werden 
Abb. 10: Histologie der dermalen Äqu
Histologischer Vergleich azellulärer 
polymerisierten während der siebentägigen Inkubationszeit unter 
Fibroblasten verdichteten aufgrund ihrer Motilität die
Kollagengele. (C) Die Kontraktion der
zurückzuführen, welche undifferenzierte Fibroblasten und Myofibroblasten (Vimentin, 
enthält. Vergrößerung 20x. Maßstabsbalken 300 µm. 
 
 1,7 cm (Tag 0) auf 0,9 cm (Tag 7). Durch die migrierenden 
pH-Wechsels, jedoch konnte keine 
 Histologische Betrachtungen der Kollagengele zeigten, dass 
e im Vergleich zu den zellulären Gelen keinerlei Fibroblasten 
Fibroblasten-Kontamination auszuschließen ist
, ob die Gel-Kontraktionsfähigkeit der zellulären Gele auf eine 
 (Schäfer und Werner, 2008)
den Fibroblasten der zellulären Gele konnten Myofibroblasten 
(Abb. 
ivalente. 
(A) und zellulärer (B) Kollagengele. Die azellulären Gele 
Ausschluss
 Kollagenfibrillen und kontrahierten die zellulären 
 Gele ist auf eine heterogene Fibroblastenpopulation 
  
 (Abb. 10 A, B). 
i um eine 
. Durch die 
10 C).    
 




3.1.2 Etablierung einer reproduzierbaren Verwu
In der Literatur werden diverse Verwundungstechniken mittels
und Elektrokauter, bzw. wärmeleitenden Meta
Stephens et al., 1996; Ross et al., 2000; Davidson, 1998; Kaufman et al., 19
Emanuelsson und Kratz, 1997)
Techniken die inzisionale Verwundung mittels Nd
Verwundung mittels zirkulärer Biopsiestanze ausgewählt und auf Basis ihrer Praktikabili
verglichen. In einem Vorexperiment 
porkiner Haut untersucht worden
Wellenlänge: 1064 nm, max. Energie: 10 mJ, Impulsfrequenz: 10 Hz) 
Haut mikroskopisch und histologisch 
Abb. 11: Laserablation porkiner Haut
(A) zeigt das Hautareal vor Verwundung, 
(Dauer: 60 ps, Wellenlänge: 1064 nm, max. Energie: 10 mJ, Impulsfrequenz: 10 Hz). Die Wundränder
sind durch die weißen Pfeile markiert
Obwohl die Wunde mikroskopisch nachweisbar war, konnte das Wundareal
die  geringe Größe, nicht in der nachfolg
Diese Verwundungstechnik wurde daher 
bei höherem Durchsatz histologischer Untersuchungen verworfen.
Die in Abschnitt 2.2.2.3 beschriebene
mittels Biopsiestanzen, erbrachte Wundareale reproduzierbarer Größe
histologischen Analyse identifiziert werden konnten.
humaner Haut in vivo, fünf vitale epidermale Zellschichten auf. Die Zellen 
basale zeigten hierbei eine charakteristische pallisadenförmige Struktur
Zellmorphologie. Mit fortschreitendem Differenzierungsgrad nahmen die Zellen des 
  Entwicklung eines organotypischen Wundheilungsmodells
ndungstechnik 
 Skalpell, Biopsiestanze, Laser 
llen beschrieben (Goliger und Paul, 1995; 
. Aufgrund hoher Reproduzierbarkeit wurden von diesen 
3+
-Yag-Laser und die exzisionale 
ist das Verwundungspotenzial des Nd3+
. Nach Applikation eines Laserpulses (Dauer: 60 ps, 
ist 
analysiert worden (Abb. 11). 
. 
(B) das Areal nach Applikation eines Nd3+
. Vergrößerung 5x.  
enden histologischen Analyse identifiziert werden. 
aufgrund zu erwartender mangelnder Praktikabilität 
 
 exzisionale Verwundung humaner EFT Kulturen 










, bedingt durch 
, die in der 
, ähnlich 
des Stratum 
 bei kubischer 
Stratum 




granulosums eine zunehmend flache Form an 
corneum die Hornschicht aus (
nahtlos an den darunterliegenden DE, welche in diesem Modellsystem durch ihre 
heterogene Fibroblastenpopulation eine 
Darüber hinaus zeigte die histologische Analyse des Wund
unepithelisiertes Wundbett mit definierten Wundrändern.
Abb. 12: Histologie der Verwundung 
(A) Hämatoxylin-Eosin Färbung histologischer Präparate organotypischer EFT
sind Dermis (D), Epidermis (
Epidermis weisen eine charakteristische pallisadenförmige Struktur bei kubischer Zellmorphologie auf
Mit progressivem Differenzierungsgrad und 
granulosums flachen die Keratinozyten weiter ab und bilden nach Abschluss des 
Differenzierungsprozesses das 
gekennzeichnet. (B) Die histologische Analyse organotypischer Wundheilungsmodelle auf Bas
Hämatoxylin-Eosin Färbung zeigt 
Adhärenz der verwundeten EFT
Die epidermale-dermale Grenze ist durch die gestrichelte
500 µm.   
Die gesamte Dauer der Verwundung, der Adhärenz
Kulturen in die Thin-Cert Inserts betrug 5 
Wundheilungsmodellen gewährleistet werden konn
Kombination mit der Reproduzierbarkeit der Verwundung und der praktikablen histologischen 




und bildeten nach Kornifizierung im 
Abb. 12 A). Die EFT-Kulturen adhärierten nach Verwundung 
in vivo ähnliche Matrix darst
  
organotypischer Wundheilungsmodelle
E) und das Stratum corneum (C). Die basalen Keratinozyten der 
dem Durchschreiten des Stratum spinosums
Stratum corneum aus. Die Basallamina ist durch die gestrichelte Linie 
definierte Wundränder (schwarze Pfeilspitzen) 
-Kulturen (EFT) an das darunterliegende dermale 
 Linie gekennzeichnet. Maßstabsbalken 
 auf den DE und de
min, wodurch ein hoher Durchsatz an 
te. Aufgrund dieser Eigenschaften, in 
heilungsmodelle in den folgenden Analysen der 
 
Stratum 






 und Stratum 
is einer 
sowie eine nahtlose 
Äquivalent (DE). 
r Transfer der EFT-
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3.1.3 Vergleichbarkeit von Migrationseigenschaften der EET mit humaner Epidermis 
Um die Migrationseigenschaften der Keratinozyten in dem etablierten Wundheilungsmodell 
zu charakterisieren wurde eine zehntägige Reepithelialisierungskinetik durchgeführt. Hierbei 
wurden organotypische Wundheilungsmodelle aus zwei verschiedenen Chargen zu 
entsprechenden Zeitpunkten geerntet und miteinander verglichen. Ein Tag nach 
Verwundung konnte eine signifikante Migration der Keratinozyten festgestellt werden. Zu 
diesem Zeitpunkt hatte sich eine EET, bestehend aus einer zweilagigen Zellschicht an den 
Wundrändern und einer einlagigen Zellschicht an der Migrationsfront, gebildet (Abb. 13 A). 
Die Keratinozyten hatten vier bis fünf Tage nach Verwundung den Wundbereich vollständig 
reepithelisiert und eine Neoepidermis gebildet. Diese bestand aus drei Zellschichten im 
Bereich des Wundrandes und einer Zellschicht in der Wundmitte. Im Laufe der Zeit (d4-d10) 
nahm die Dicke der differenzierenden Neoepidermis zu, wobei sich ein mehrschichtiges 
Epithel ausbildete. Auf Basis der Hämatoxylin-Eosin Hellfeldpräparate wurde der prozentuale 
Anteil reepithelisierter Wundfläche quantifiziert und die Länge der EET vermessen. Hierbei 
zeigten die Keratinozyten einen Tag nach Verwundung mit 7% (Charge 1) und 36% (Charge 
2) reepithelisierter Wundfläche erhebliche migratorische Aktivität (Abb. 13 B). Dieser initiale 
Unterschied, der am ersten und zweiten Tag nach Verwundung zwischen den beiden 
Chargen bestand, konnte am dritten Tag nach Verwundung kompensiert werden. Am vierten 
Tag nach Verwundung hatten die Keratinozyten 91% (Charge 1), bzw. 100% (Charge 2) der 
Wundfläche reepithelisiert. Die Längenmessungen der EET ergaben durchschnittliche 
Reepithelialisierungsraten von 283 µm pro Tag (Charge 1), bzw. 338 µm pro Tag (Charge 2) 
(Abb. 13 C). 




Abb. 13: Quantifizierung der Reepithelialisierung organotypischer Wundheilungsmodelle
(A) Die Hämatoxylin-Eosin Färbung organotypischer Wundheilungsmodelle zeigt die 
Reepithelialisierung des Wundareals während einer 10
durch die Formation einer EET und, nach Wundschluss, durch die Bildung eines mehrschi
Epithels gekennzeichnet. (B)
(lEET) und der Länge des Wundareals (
Reepithelialisierungsraten wurde die Länge der EET gemessen und über die Zeit aufgetra
Mittelwerte ± SEM, n = 4. Im Gesamten wurden 55 histologische Schnitte analysiert. Die gestrichelten 
Linien markieren den Wundrand
 
3.2 Reepithelialisierung
3.2.1 Kontinuierliche keratinozytäre 
In der Literatur werden derzeit zwei
Der Leap-frog bzw. Rolling
(Garlick, 2006; Laplante et al., 2001)
die Proteinexpression epidermaler Dif
Filaggrin) 24 h, 48 h und 72 h nach Verwundung 
Wundheilungsmodelle analysiert
-tägigen Kinetik. Die Reepithelialisierung ist 
 Der relative Wundschluss wurde als Quotient aus 
lWunde) gebildet. (C) 
. Maßstabsbalken 500 µm.   
 
Differenzierung während der
 konträre Reepithelialisierungsmechanismen diskutiert: 
 Mechanismus und der Tractor-tread bzw. 
. Um den Leap-frog Mechanismus zu überprüfen wurde 
ferenzierungsmarker (CK10, CK14, Involukrin, 
in den EETs der organotypischen 




der Länge der EET 







Abb. 14: Histologische Differenzierung
Immunfluoreszenzfärbung histologischer Schnitte organotypischer Wundheilungsmodelle 24 h, 48 h 
und 72 h nach Verwundung. Die Bilder zeigen eine Doppelfärbung der 
(Involukrin) und späten (Filaggrin) Differenzierung
undifferenzierte Basalzellen. Die Basallamina ist durch die gestrichelte Linie dargestellt. Die 
Pfeilspitzen markieren den Wundrand. 
Die suprabasalen Keratinozyten in der EET zeigten 
graduelle Expression von Involucrin und CK10. Die 
Differenzierungsmarker nahm hierbei ausgehend von den Wundrändern zur Migrationsfront 
hin ab. Im Laufe der Zeit (48 h, 72 h)
voran. Dies äußerste sich in einer erhöhten Involukrin und CK10 Expression, welche in einen 
Anstieg der Färbeintensität resultierte. Der Differenzierungsgrad des Wundrandes ähnelte 
72 h nach Verwundung der Differenzierung un
suprabasalen Keratinozyten innerhalb der EET mit der Expression von CK10 und Involukrin 
zwar Anzeichen früher und mittlerer Differenzierung, so konnte der terminale 
Differenzierungsmarker Filaggrin über den
nachgewiesen werden. Während des gesamten Beobachtungszeitraums konnten keine 
differenzierten Keratinozyten festgestellt werden
3.2  Reepithelialisierung
sanalyse der EET. 
frühen (
smarker in Kombination mit CK14, einem Marker f
Maßstabsbalken 300 µm. 
24 h nach Verwundung eine lateral 
Expressionsstärke dieser 
 schritt die Differenzierung innerhalb der EET lateral 
verwundeter Epidermis. Zeigten die 
 gesamten Beobachtungszeitraum nicht 










Somit musste der in der Literatur postulierte 
Experimentes negiert werden. 
 
3.2.2 Die Migration basaler Keratinozyten als Triebkraft der Reepithelialisierung
Um den in der Wundheilung vorliegenden 
wurde die räumliche Verteilung migrierender 
diesem Zweck wurde die räumliche Dynamik der migrierenden Keratinozyten mit den 
Zelltrackern CMFDA und CMTPX in einer zweistufige
Abb. 15: Schematische Darstellung der z
Der grüne Zelltracker CMFDA wurde direkt nach Verwundung auf das Wundareal appliziert.
Anschluss wurden die Wundheilungsmodelle
Keratinozyten und das damit einhergehende Fortschreiten der EET zu ermöglichen. Nach dieser 
Inkubationszeit wurde der rote Zelltracker CMTPX 
a) CMFDA, CMTPX doppelt positive
Zellen aus unverwundeten Bereichen kamen die durch den vorherigen grünen Zelltracker CMTPX 
nicht erfasst werden konnten
Färbemustern auf Basis des Leap
Der grüne Zelltracker CMFDA wurde direkt nach Verwundung, der rote Zelltracker CMTPX 
24 h später auf das Wundareal appliziert. Du
CMTPX-Färbung war es möglich die räumliche Bewegung migrierender Keratinozyten zu 
verfolgen und die, in der Literatur postulierten, 
überprüfen. Sollte sich der 




Keratinozyten innerhalb der EET analysiert. Zu 
n Fluoreszenzfärbung 
weistufigen Fluoreszenzfärbung
 für 24 h bei 37°C inkubiert um die Migration der 
in die Wunde appliziert. Diese Färbung resultierte in 
, gelbe Zellen oder b) CMTPX positive rote Zellen, falls diese 
. Das resultierende Färbemuster wurde mit den hypothetischen 
-frog, bzw. des Sliding Mechanismus abgeglichen
rch die 24-stündige Zeitverschiebung der 
Reepithelialisierungs
Leap-frog Mechanismus als richtig erweisen, müssten gelb 
 auf Basis dieses 
 








sein. Rote, CMTPX positive Keratinozyten müssten über diese neuen Basalzellen migriert 
sein und sich an der Migrationsfront befinden. Sollte sich jedoch der 
bewahrheiten, müssten gelbe, CMFDA und CMTPX positive Keratinozyten an der 
Migrationsfront zu finden sein, dicht gefolgt von roten, CMTPX positiven Zellen.   
Auf Basis primärer Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass über einen Zeitraum von 3 
Tagen beide Zelltracker in den Zellen 
TUNEL- und MTT-Test keine adversen Effekte der Zelltracker auf die Vitalität der 
Keratinozyten der organotypischen Wundheilungsmodelle festgestellt 
Abb. 16: Charakterisierung der Zelltracker CMFDA und CMTPX auf primären Keratinozyten und 
organotypischen Wundheilungsmodellen.
(A) zeigt eine CMFDA/CMTPX Fluoreszenzd
Tage nach der Färbung. Nach 3 Tagen konnten beide Zelltracker in den Keratinozyten nachgewiesen 
werden. (B) Der TUNEL-Assay repräsentativer EETs 2 und 3 Tage nach
Doppelfärbung zeigt die apoptotischen Ereignisse im Ver
Positivkontrolle: DNase behandelte Humanhaut
gefärbter organotypischer Wundheilungsmodelle 0, 1, 2 und 3 Tage nach der Färbung. Daten: 
Mittelwerte ± SD, n = 3. 24 histologische Schnitte
markieren den Wundrand, die gestrichelte Linie die Basallamina. Maßstabsbalken 300 µm.
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Die zum 0 h Zeitpunkt geernteten organotypischen Wundheilungsmodelle zeigten eine 
vertikal homogene CMFDA Färbung aller Zellschichten der ersten zwei bis drei Zellreihen 
nahe des Wundrandes bei gleichzeitiger geringer lateraler Ausbreitung des Farbstoffs (Abb. 
17). Nach 12 h verschob sich der untere Teil des angefärbten Zellclusters durch die 
Migration nachrückender, ungefärbter basaler Keratinozyten in Richtung Wundmitte. Zu 
diesem Zeitpunkt konnte bei den in Abb. 17 durch eine gestrichelte Linie eingekreisten 
suprabasalen Zellen keine Translokation festgestellt werden. 24 h nach Verwundung hatte 
sich eine EET mit einer grünen, CMFDA positiven, suprabasalen Zellschicht gebildet. Diese 
grüne Zellschicht verband die Zellen des Stratum granulosums der unverwundeten 
Epidermis mit den Zellen, direkt in Kontakt zur ECM, an der Migrationsfront. Ähnlich der 
CMFDA Färbung konnte eine dünne suprabasale Zellschicht roter Keratinozyten aufgrund 
des 24 h nach Verwundung applizierten roten, CMTPX nachgewiesen werden. Der direkte 
Vergleich beider Färbungen zeigte deutliche Unterschiede: Wiesen alle Zellen der EET 24 h 
nach Verwundung eine moderate Rotfärbung auf, so waren einige, in das Wundareal 
eingewanderte, Basalzellen in der Nähe des Wundrandes CMFDA negativ. Diese Zellen 
müssen dementsprechend von den äußeren Bereichen, welche von der initialen CMFDA 
Färbung nicht erfasst worden waren, im Zeitraum zwischen 0 h und 24 h eingewandert sein. 
48 h nach Verwundung hatte sich die einlagige EET zu einer mehrschichtigen Neoepidermis 
entwickelt. Die grüne Färbung CMFDA positiver Zellen hatte sich als dünne suprabasale 
Schicht über die komplette Länge der EET ausgebreitet und verband die CMFDA positiven 
suprabasalen Keratinozyten der unverwundeten Epidermis mit den CMFDA positiven Zellen 
an der Migrationsfront. Ähnlich des grünen Färbemusters hatten sich die, 24 h nach 
Verwundung mit CMTPX gefärbten, roten Keratinozyten über die gesamte Länge der EET in 
einer suprabasalen Schicht ausgebreitet. An der Migrationsfront konnten sowohl CMFDA als 
auch CMTPX positive Keratinozyten nachgewiesen werden. Die Zellen im Stratum basale 
der EET in der Nähe der Wundränder waren CMFDA und CMTPX negativ. Diese 
ungefärbten Zellen müssen folglich in dem Zeitraum zwischen 24 h bis 48 h aus einem 
Bereich eingewandert sein, der durch die CMTPX Färbung, 24 h nach Verwundung, nicht 




Abb. 17: Räumliche Dynamik der EET während der zweistufigen Fluoreszenzfärbung.
Immunfluoreszenzfärbungen histologischer Schnitte der EETs organotypischer Wundheilungsmodelle
0, 12, 24 und 48 h nach Verwundung
der ersten Zellreihen nahe des Wundbereichs
Migration basaler, CMFDA positiver Keratinozyten 
und 48 h nach Verwundung durch nachrückende
unverwundeten Epidermis unterstützt. 
Linie die Basallamina. Maßstabsbalken 1
Um die erhaltenen Erkenntnisse
nach Verwundung in drei verschiedene Zonen eingeteilt, wobei im Folgenden die Ergebnisse 
für jede der drei Zonen einzeln vorgestellt werden
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Keratinozyten in der Suprabasalschicht. Gleichzeitig bildet sich durch die Einwanderung 
ungefärbter Basalzellen in die EET ein von dem Wundrand zur Migrationsfront zunehmender 
CMTPX Gradient aus. In Zone 3 ist die Kollision zweier EETs in der Wundmitte dargestellt. 
Durch die anhaltende migratorische Aktivität der nachfolgenden, ungefärbten Basalzellen 
formen CMTPX positive Keratinozyten an der Migrationsfront durch die auf sie wirkenden 
Schubkräfte eine Wölbung. Diese resultiert im Vergleich zu der nachfolgenden EET in ein 
mehrschichtiges Epithel innerhalb der Kollisionszone. Abb. 18 B stellt die CMFDA Färbung 
einer EET 60 h nach Verwundung dar. Die CMFDA positiven Keratinozyten formen über die 
ganze Länge der EET eine suprabasale Schicht. Weisen die darunterliegenden 
Keratinozyten keinen Farbstoff auf, so zeigen die Fibroblasten eine positive CMFDA 
Färbung. Dies beweist noch einmal die Migration ungefärbter, basaler Zellen in die sich 
formende EET. 
Zusammenfassend kann das Ergebnis dieser zweistufigen Fluoreszenzfärbung wie folgt 
beschrieben werden: Basale Keratinozyten wandern mit dem Einsetzen der Verwundung in 
das Wundareal ein. Durch das Nachrücken ungefärbter Basalzellen aus den äußeren 
Bereichen unverwundeter Epidermis bildet sich das in Abb. 18 C dargestellte Farbprofil aus.      
  
 
Abb. 18: Aufteilung der EET in drei Zonen
(A) zeigt die Aufteilung einer repräsentativen EET 36 h nach Verwundung in 3 Zonen. Zone 1 zeigt die 
ungefärbten Basalzellen aus der unverwundeten Epidermis, die in die EET einwandern. In Zone 2 ist 
der vom Wundrand zur Wundmitte zunehmende CMTPX
Einwandern ungefärbter Basalzellen ergibt. Zone 3 zeigt die Kollision zweier EETs in der Wundmitte. 
Die Wölbung in der Kollisionszone wird durch die anhaltende migratorische Aktivität der 
nachrückenden Keratinozyten verurs
Keratinozyten dargestellt. (C) Durch das Nachrücken ungefärbter Basalzellen ergibt sich das 
dargestellte Farbprofil. Weiße Pfeilspitzen markieren den Wundrand, die gestrichelte Linie die 
Basallamina. Maßstabsbalken 100 µm.  
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3.2.3 Unterschiedliche  
mechanische Eigenschaften innerhalb der EET
Um die Zellkohäsion der Keratinozyten während der Migration zu analysieren
Expressionsmuster der Zelladhäsionsmoleküle
E-cadherin 48 h nach Verwundung 
Abb. 19: Zell-Zell Verbindungen in
Immunfluoreszenzfärbungen von histologischen Präparaten repräsentativer EETs der 
organotypischen Wundheilungsmodelle. Die Färbungen zeigen die Expression der 
Zelladhäsionsmoleküle Desmoglein 1 (Dsg 1) 
Proteins Connexin 43 (Cx 43) 
Proteinexpressionen innerhalb der EET schematisch zusammengefasst.
gestrichelte Linie dargestel
Maßstabsbalken 200 µm.   
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Bei der Betrachtung der EET konnte grundsätzlich ein sich normalisierendes 
Expressionsmuster der Zelladhäsionsmoleküle im Bereich des Wundrandes festgestellt 
werden, während die Zellen an der Migrationsfront durch einen basalen Phänotyp 
charakterisiert waren. Die Expression von Dsg 1 und Occludin suprabasaler Keratinozyten 
indizierte das Vorhandensein intakter Desmosome und tight junctions unmittelbar nach 
Ausbildung einer mehrschichtigen EET (Abb. 19 A, B). Durch die Expression von Aktin und 
E-cadherin in basalen und suprabasalen Keratinozyten wurden funktionale 
Adhärenzverbindungen und Mikrofilamente auf der gesamten Länge der EET nachgewiesen 
(Abb. 19 C, E). Das gap junction Protein Cx 43 wies innerhalb der EET ein unterschiedliches 
räumliches Expressionsmuster auf (Abb. 19 D): Zeigten Zellen des Wundrandes und der 
restlichen EET eine native Cx 43 Expression, so konnte das Protein in Keratinozyten an der 
Migrationsfront nicht nachgewiesen werden. Zusammenfassend spricht die räumliche 
Verteilung der Zelladhäsionsmoleküle für unterschiedliche mechanische Eigenschaften des 
basalen und suprabasalen Kompartiments. Verleihen intakte Desmosome und tight junctions 
dem suprabasalen Kompartiment eine mechanische Belastbarkeit und Starre, so besitzt das 
Stratum basale durch die Expression schnell abbaubarer Adhärenzverbindungen eine 
flexible und dynamische Struktur.     
 
3.2.4 Kennzeichnung migrierender basaler Keratinozyten durch Laminin 5 Deposition   
Die Sezernierung und ECM Deposition von Laminin 5 durch Keratinozyten hat erheblichen 
Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit der nachfolgenden Zellen. Durch die Interaktion 
von Integrin α3 und Laminin 5 werden intrazelluläre Signalwege induziert, welche die 
migratorische Aktivität der Keratinozyten maximieren (Zhang und Kramer, 1996). Die 
bisherigen Ergebnisse bezüglich des Reepithelialisierungsmechanismus warfen die Frage 
auf, ob räumliche Unterschiede des Laminin 5 Expressionsmusters in der sich bildenden 
EET festzustellen seien. Immunhistologische Analysen organotypischer 
Wundheilungsmodelle zeigten, dass die Laminin 5 Expression 0 h nach Verwundung 
ausschließlich auf die Basallamina limitiert war (Abb. 20). Zu diesem Zeitpunkt konnte keine 
zytoplasmatische Expression festgestellt werden, die auf eine Laminin 5 Sekretion 
migrierender Keratinozyten schließen lässt. 24 h nach Verwundung wurden in der EET drei 
distinkte Laminin 5 Expressionsmuster identifiziert: (i) Eine auf die Basallamina beschränkte 
Expression innerhalb der unverwundeten Epidermis, (ii) eine perinukleäre Expression der 




Zellen nahe des Wundrandes, 
der Migrationsfront. Die gleichen Expressionsmuster konnten 72 h nach Verwundung 
nachgewiesen werden, wobei sie durch die Ausdehnung der EET in Richtung Wundmitte 
verschoben waren. Das dreistufige Laminin 5 Expressionsmuster zei
Vorbereitung auf die extrazelluläre Laminin 5 Deposition migrierender basale Keratinozyten 
innerhalb der EET, eine perinukleäre Expression und Laminin 5 Akkumulation erfolgt. 
Während dieser Vorbereitungsphase 
Erreichen der Migrationsfront steigt die Laminin 5 Expression
zytoplasmatische Expressionsmuster
kennzeichnet.      
Abb. 20: Laminin 5 Expression i
Immunfluoreszenfärbung histologischer Präparate organotypischer Wundheilungsmodelle. Dargestellt 
sind CK10 (rot), Laminin 5 (grün) Doppelfärbungen 0, 24 und 72 h nach Verwundung. 
Expressionsmuster basaler Keratinozyten ändert sich während der Migration von einer unauffälligen, 
Basallamina limitierten Expression 0 h nach Verwundung über eine perinukleäre Expression hin zu 
einer zytoplasmatischen Expression an der Migra
Maßstabsbalken 300 µm.  
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3.2.5 Basale Keratinozyten weisen multizelluläre Polarität auf und schließen die 
Wunde durch kollektive Migration 
Auf Basis der bisherigen Ergebnisse konnten basale Keratinozyten als treibende Kraft 
zellulärer Migration identifiziert werden. Während Keratinozyten an der Migrationsfront durch 
Laminin 5 Deposition die ECM zu Gunsten nachfolgender Zellen verändern, migrieren basale 
Keratinozyten aus unverwundeten Bereichen in die EET um die Reepithelialisierung zu 
unterstützen. Es ist jedoch nicht bekannt, in welchem Abstand zur Wunde die Keratinozyten 
des unverwundeten Epithels noch migratorische Aktivität aufweisen, um sich durch aktive 
Migration an der Reepithelialisierung zu beteiligen. Es besteht Konsens darüber, dass nach 
einer Verwundung Keratinozyten in einen aktivierten Zustand übergehen. Hierbei wechseln 
sie von einem Zustand der Differenzierung zu einem Zustand der gerichteten Migration und 
Proliferation (Garlick, 2006). Durch die Migration erfährt der Zellkörper plastische 
Veränderungen, welche mit mechanischer Deformation und Umstrukturierung des 
Zytoskeletts einhergehen. Durch die Verbindung von Zytoskelett und Nukleus werden diese 
Kräfte auf den Nukleus übertragen, welcher dadurch sowohl intrazelluläre Positions- als auch 
Form- und Polaritätsänderungen vollzieht (Friedl et al., 2011). Als Parameter für die 
Beurteilung der Keratinozytenaktivierung wurden daher in organotypischen 
Wundheilungsmodellen nukleäre Position, Form und Polarität herangezogen.   




Abb. 21: Nukleäre Polarität innerhalb der EET.
(A) Histologische Schnitte organotypischer Wundheilungskulturen wurden in Abhängigkeit des 
Wundabstandes in 6 Regionen
erfolgte auf Basis der Rotations
orthogonalen, 0° einer parallelen Längsachse in Relation zu der Basallamina.
nukleäre Rotationsgrade. Die Regionen R1 und R6 bezeichnen den Bereich unverwundeter Epidermis 
mit dem weitesten Wundabstand. Regionen R2 und R5 sin
Epidermis lokalisiert. Regionen R3 und R4 beschreiben den Wundbereich und den angrenzenden 
Wundrand. Die eingezeichneten roten Linien 
markiert den Wundrand. Insges
ergab folgende Signifikanzen: 
Zur Messung der nukleären Polari
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und 5 liegen in dem zentralen Bereich der unverwundeten Epidermis des 
Wundheilungsmodells. Die Regionen 3 und 4 sind in der Wunde und im Bereich des 
Wundrandes lokalisiert. Die Polaritätsbestimmung erfolgte auf Basis der Rotation der 
nukleären Längsachse basaler Keratinozyten mittels computergestützter Bildanalyse (siehe 
Abschnitt 2.2.4.3). Hierbei entsprach der Rotationsgrad der Nuklei mit einer zur Basallamina 
orthogonalen Längsachse 90°, der mit paralleler Längsachse 0°. Die Nuklei unverwundeter 
Kulturen wiesen mit einem Mittelwert von 55,1° eine gleichmäßige Verteilung der 
Rotationsgrade der Längsachse auf, wobei das Maximum mit 79° auf senkrecht gerichtete 
Zellkerne hinweist. Die Reduzierung der Rotationsgrade 12 h nach Verwundung zeigte eine 
Verschiebung nukleärer Orientierung von senkrecht gerichteten Nuklei hin zu einer 
waagrechten Ausrichtung an. Wiesen die Regionen nahe des Wundrandes (R3 & R4) zu 
diesem Zeitpunkt mit einem Maximum bei 10-20° einen starken Rotationsgrad auf, so 
zeigten die äußeren Regionen (R1 & R6, R2 & R5) eine moderate Änderung bezüglich 
nukleärer Rotation (Abb. 21 B). Im Laufe der Zeit nahm die nukleäre Rotation migrierender 
Zellen zu. Dies äußerte sich in einer Reduktion der Rotationsgrade in allen Regionen. 36 h 
nach Verwundung wiesen im Wundbereich (R3 & R4) 1,7% der Zellen mit einem 
Rotationsgrad >80° eine senkrechte Orientierung auf. Die Fraktion der Nuklei mit einer 
Orientierung zwischen 50 und 80° reduzierte sich von 31% nach 12 h auf 21%. Darüber 
hinaus erhöhte sich die Fraktion der Nuklei mit einer Orientierung zwischen 0°-40° von 
58,8% nach 12 h auf 69,3%. Diese Rotationsänderung der Nuklei konnte auch in den 
äußeren Bereichen (R1 & R6) der Wundheilungsmodelle, jedoch nicht in den zentralen 
Regionen (R2 & R5)  festgestellt werden. 
Um Positionsänderungen des Nukleus in migrierenden Keratinozyten verfolgen zu können, 
wurde eine E-cadherin Färbung durchgeführt und die Lage des Nukleus qualitativ, in 
Relation zu der umgebenden Zellmembran bestimmt. Repräsentative 
Immunfluoreszenzfärbungen unverwundeter und verwundeter organotypischer 
Wundheilungsmodelle sind in Abb. 22 A dargestellt.  




Abb. 22: Nukleäre Position und Deformation 
(A) E-cadherin Immunfluoreszenzfärbung repräsentativer histologischer Präparate unverwundeter und 
verwundeter organotypischer Wundheilungsmodelle. Die Positionsänderung des Nukleus wurde in 
Relation zur Zellmembran analysiert. 
Wundheilungsmodellen eine nukleäre Delokalisation in entgegengesetzte
weißen Pfeile stellen Bewegungsvektoren dar. * markiert die geometrische Zellmitte. 
Kernfärbung repräsentativer Präparate d
verwundeter Wundheilungsmodelle zeigen, verglichen mit Zellen unverwundeter 
Wundheilungsmodelle (weißer Kasten)
Basallamina ist durch die gestrichelte Linie dargestellt. Die Pfeilspitzen markiere
Maßstabsbalken 100 µm. 
In unverwundeten Wundheilungsmodellen waren die Nuklei relativ zur Zellmembran in der 
Zellmitte lokalisiert. In den verwundeten Wundheilungsmodellen erfolgte mit
Zellmigration eine Delokalisation der Nuklei. Diese verschoben sich von der 
Zellmitte zu dem in gegengesetzter Migrationsrichtung liegenden
konnte eine nukleäre Deformation festgestellt werden. Wiesen 
Kulturen eine vorwiegend 
migrierender Keratinozyten in verwundeten Wundheilungsmodellen 
zigarrenförmige, abgerundete 
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Polarität ändern um sich entsprechend der Wunde auszurichten. Dabei ist der graduelle 
Anstieg der Polaritätsänderung von zwei Faktoren abhängig: (i) Der Zeit nach der 
Verwundung. (ii) Dem Abstand zur Wunde. Dies spiegelt sich auch in der Deformation und 
Positionsänderung der Nuklei basaler Keratinozyten wider. Demnach werden basale Zellen 
unverwundeter Epidermis kollektiv rekrutiert, um die Reepithelialisierung zu unterstützen. 
 
3.2.6 Proliferation innerhalb der EET 
3.2.6.1 Proliferative Aktivität verlagert sich in die Wundregionen 
Die aktive Migration basaler Keratinozyten aus der unverwundeten Epidermis setzt eine 
systematische Proliferation dieser Bereiche voraus. Dadurch wird ein ausreichender Zellpool 
bereitgestellt, der für die Reepithelialisierung benötigt wird. Um die proliferative Aktivität der 
Keratinozyten während der Reepithelialisierung zu bestimmen, wurden histologische 
Präparate organotypischer Wundheilungsmodelle jeweils in Abhängigkeit des 
Wundabstandes in 10 gleich große Regionen eingeteilt (Abb. 23 A). In jeder Region wurde 
der epidermale Proliferationsindex (EPI) in einer 10-tägigen Kinetik gemessen. Abb. 23 B 
zeigt die jeweiligen detaillierten Proliferationsprofile in räumlicher und zeitlicher Auftrennung. 
Um bessere Vergleichsmöglichkeiten zu erhalten, wurden die Proliferationsprofile in Tab. 1 
aggregiert. In dieser ist der EPI als Mittelwert der jeweiligen Wundregionen (Regionen d-g) 
sowie der umgebenden unverwundeten Regionen (Regionen a-c und h-j) für jeden Zeitpunkt 
und für jede Charge aufgetragen. Zur Bestimmung der proliferativen Grundaktivierung 
organotypischer Wundheilungsmodelle wurde der Mittelwert der EPI an Tag 0, vor der 
Verwundung, und Tag 10, nach Normalisierung des Gewebes, gebildet (Abb. 23 C). Dies 
ergab eine Grundaktivierung von 12,9% proliferierender Basalzellen. Ausgehend von dieser 
Grundaktivierung reagierten die Wundheilungsmodelle einen Tag nach Verwundung auf den 
Wundstimulus mit einem starken Proliferationsimpuls und entsprechendem Anstieg des EPI 
sowohl in den Wundregionen als auch in den unverwundeten epithelialien Regionen (Tab. 1, 
Abb. 23 B). Zu diesem Zeitpunkt waren nur wenige Keratinozyten in die Wundbereiche 
migriert. Im Laufe der Zeit konnte eine generelle Abnahme proliferativer Aktivität festgestellt 
werden. Jedoch ergaben sich für die einzelnen Regionen, jeweils in Abhängigkeit des 
Wundabstandes, charakteristische Proliferationsprofile: 3 Tage nach Verwundung nahm der 
EPI in den unverwundeten Regionen der Wundheilungsmodelle ab, während er in den 
Wundregionen mit 42,4% (Charge 2) konstant hoch blieb, bzw. sich mit 66,6% (Charge 1) 




weiter erhöhte. Reduzierte sich der EPI in den unverwundeten Bereichen von Tag 5 bis Tag 
7 nach Verwundung weiter, so wiesen die
Verwundung eine hohe proliferative Aktivität auf. Dies wird besonders bei der Betrachtung 
der 25% und 75% Quantile des EPI an Tag 7 deutlich 
unverwundeten Bereichen eine Reduktion des EPI auf 11,0
21,9% (Charge 2) verzeichnet werden
11,5-43,3% (Charge 1), bzw. 
Abb. 23: Räumliche und zeitliche Auftrennung der proliferativen Aktivität.
(A) Ki67 Färbung eines histologischen Schni
Wundheilungsmodelle wurden jeweils in 10 Regionen gleicher Größe eingeteilt. Das Wundareal wurde 
in 4 Regionen (d-g), die unverwundeten Bereiche in 3 Regionen (a
rechten Seite der Wunde unterteilt. 
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Tab. 1: Proliferationsprofil organotypischer Wundheilungsmodelle nach Wundstimulus. 
Der epidermale Proliferationsindex (EPI) wurde wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben berechnet. Die 
dargestellten Werte beschreiben den Mittelwert des EPI ± SEM, das 25%/75% Quantil und die 
gesamte Anzahl analysierter Basalzellen der unverwundeten Regionen, sowie der Wundregionen. Die 
EPIs beider Chargen wurden für die jeweilige Region durch die Bildung des Mittelwertes 
zusammengefasst. Die proliferative Aktivität ist kolorimetrisch dargestellt, wobei die Intensität der 
Rotfärbung mit der Höhe des EPI korreliert. 
 
 
3.2.6.2 Proliferationsimpuls wird durch Wundstimulus induziert 
Es ist jedoch unklar, ob der Proliferationsimpuls ausschließlich durch die Wunde oder durch 
die Umstellung der Kultivierungsbedingungen nach dem Transport der Kulturen verursacht 
wird. Um eine Induktion des Proliferationsimpulses durch die Kultivierungsbedingungen 
auszuschließen, wurde eine weitere Charge organotypischer Wundheilungsmodelle in 3 
Gruppen aufgeteilt: Gruppe 1, Gruppe 2 und Unverwundet. Nach einer Equilibrierungszeit 
von 24 h wurden die Wundheilungsmodelle der Gruppe 1 an Tag 0 verwundet. Die 
Verwundung der Gruppe 2 erfolgte 3 Tage später. Schnittpräparate der 
Wundheilungsmodelle wurden in 9 Regionen eingeteilt und die proliferative Aktivität auf 
Basis einer Ki67 Fluoreszenzfärbung, wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben, jeweils in einer 
Charge Regionen d 0 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 10 
1 
















18,8 ± 2,1 
11,1/25,9 
(939) 




























































































Wunde (d-g) --- 38,0 55,7 54,5 30,8 23,0 20,6 24,0 11,0 
Unverwundet 
(a-c; h-j) 15,2 47,9 46,0 34,2 23,3 20,6 16,1 16,6 12,4 




4-tägigen Kinetik erfasst. Als Kontrolle dienten unverwundete Wundheilungsmodelle 
(Gruppe: Unverwundet). Sowohl Gruppe 1 als auch Gruppe 2 reagierten einen Tag nach 
Wundstimulus mit einem Proliferationsimpuls in allen Regionen der unverwundeten 
Epidermis (Regionen a, i; b, h ; c, g). Konnte in den äußeren Regionen (Regionen a, i), mit 
dem größten Abstand zur Wunde, ein schnelles Abklingen der proliferativen Aktivität 
festgestellt werden, so zeigten die Regionen des Wundrandes (Regionen c, g) eine um 2 
Tage verlängerte Proliferationsphase. Die Proliferation der Wundbereiche (Regionen d, e, f)   
erreichte, verglichen mit dem umliegenden Gewebe, mit einem Tag Verzögerung, an Tag 2 
den Maximalwert. In den unverwundeten Kulturen konnte über die Dauer der Kinetik kein 




Abb. 24: Zeitliche Auftrennung des Proliferationsimpulses
(A) organotypische Wundheilungsmodelle wurden jeweils in zwei verwundete Gruppen (Gruppe 1 und 
2) sowie eine unverwundete Gruppe (unverwundet) eingeteilt. Die Kulturen der Gruppe 1 wurden an 
Tag 0, die Kulturen der Gruppe 2 an Tag 3 verwundet und die proliferative Aktivität der Keratinozyten 
in einer 4-tägigen Kinetik erfasst. (B




) Kinetik des epidermalen Proliferationsindices (EPI) der jeweiligen 








Die Ergebnisse zur Proliferation der letzten beiden Kapitel können wie folgt 
zusammengefasst werden: Durch den Wundstimulus wird ein früher Proliferationsimpuls in 
allen Regionen der Wundheilungsmodelle induziert. Darüber hinaus ist eine räumliche 
Verlagerung der Proliferation von den äußeren Bereichen der Wundheilungsmodelle hin zu 
der Wundregion feststellbar: Ist in den äußeren Bereichen der unverwundeten Epidermis 
zwei Tage nach dem Wundstimulus ein Abklingen der Proliferation erkennbar, so zeigt sich 
eine über mehrere Tage andauernde Persistenz der proliferativen Aktivität in den Bereichen 





















3.2.6.3 Proliferierende Basalzellen nehmen an der Migration teil
Es stellt sich jedoch die Frage, ob proliferierende Keratinozyten die Reepithelialisierung 
lediglich durch Generation neuer Zellen unterstützen
Migration beteiligt sind. Im Gegensatz zu Ki67, welches während des
Nukleus exprimiert wird, indiziert die 
von Histon 3 während der Mitose einen spezifischen Abschnitt des Zellzyklu
2005). Um die mitotischen Ereignisse innerhalb der EET während der Zellmigration zu 
identifizieren, wurde eine 5-fach Färbung auf Ba
E-Cadherin und DAPI etabliert (Abb. 
Abb. 25: Histologische Analyse mitotischer Ereignisse mittels 
Immunhistochemische Fluoreszenzf
repräsentativen Schnittpräparaten unverwundeter, organotypischer Wundheilungsmodelle. 
Proliferierende Zellen sind durch Ki67 Expression (weißer Pfeil) charakterisiert. Mitotische 
(weiße Pfeilspitze) weisen eine Kolokalisation von Ki67 und p
die gestrichelte Linie gekennzeichnet
Bildabschnitten dargestellt: Oberer Bildabschnitt: DAPI, Alexa 488, Alexa 594. Untere Bildabschnitt: 
DAPI, Alexa 594. Maßstabsbalken 50 µm.
Mit dieser Färbung war es möglich einzelne Zellen durch ihre Membranfärbung innerhalb des 
Gewebeverbandes zu identifizieren un
Keratinozyten von darunterliegenden Fibroblasten zu unterscheiden. Darüber hinaus konnte 
zwischen proliferierenden Zellen (Ki67 positiv) und mitotischen Ereignissen (Ki67, p
3.2  Reepithelialisierung
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positiv) differenziert werden. Es ist bekannt, dass Zell
tight junctions und Adhärenzverbindungen aufrecht erhalten 
Diese Ergebnisse konnten bezüglich der Adhärenzverbindung durch die Expression von 
E-cadherin im organotypischen Wund
Darüber hinaus konnten mitotische Ereignisse an der Migrationsf
werden. Weiterhin wird in der Literatur eine dynamische Phosphorylierung von 
während der G2/M-Phase beschrieben
morphologisch charakteristischen Abrundung der Zellen, die fü
Chromosomensegregation benötigt wird. Auf Basis der
Erkenntnisse, in Kombination mit den Ergebnissen der 
Szenario während der Elongation der EET denkbar: Ki67 positive Basalzellen migrieren aktiv 
innerhalb der EET. Während der ~1 h dauernden Mitose werden die Zellen durch die 
aufrechterhaltenen Zellverbindungen von umgebenden, mi
mitgezogen, um nach Durchschreiten der Mitosephase wieder aktiv an der 
Reepithelialisierung teilzunehmen.   
Abb. 26: 5-fach Färbung innerhalb der EET
Die Immunhistochemische Fluoreszenzfärbung von 
EET eines repräsentativen organotypischen Wundheilungsmodells. Dargestellt ist die vergrößerte 
nukleäre Färbung der Kolokal
der Lokalisation innerhalb der EET. Das abgebildete mitotische Ereignis 
der EET, an der Migrationsfront. Die Expression von E
Adhärenzverbindungen der mitotischen Zelle. Die weiße Pfeilspitze markiert den Wundrand. Die 
gestrichelte Linie kennzeichnet die Basallamina. 
 
en während der Mitose Desmosome, 
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3.3 Signaltransduktion während der Wundheilung 
Die Interaktion von Keratinozyten und Fibroblasten ist für die Koordination Wundheilung-
assoziierter Prozesse, wie Proliferation, Migration und Differenzierung essentiell. Eine 
erfolgreiche Reepithelialisierung der Wunde kann nur durch das korrekte Zusammenspiel 
dieser Prozesse gewährleistet werden. Die diesen Prozessen zugrunde liegenden 
interzellulären Kommunikationswege determinieren daher den Ausgang der Wundheilung. 
Aus diesem Grund wurden in der vorliegendenden Arbeit die interzelluläre Kommunikation 
zwischen Keratinozyten und Fibroblasten sowie der Einfluss der Fibroblasten auf die 
Reepithelialisierung untersucht.    
 
3.3.1 Gesteigerte Reepithelialisierung in Anwesenheit von Fibroblasten  
Um den Einfluss der Fibroblasten auf die epidermale Proliferation und Migration zu 
analysieren wurden organotypische EPI-Kulturen verwundet und entweder mit einem 
azellulären Kollagengel oder einem, mit Fibroblasten angereicherten, zellulären Kollagengel 
kokultiviert. Die Reepithelialisierung des Wundareals wurde im Rahmen einer 4-tägigen 
Kinetik beobachtet. Ein Tag nach Verwundung konnte unter beiden 
Kultivierungsbedingungen die Ausbildung einer EET beobachtet werden (Abb. 27 A). Jedoch 
konnte in Anwesenheit der Fibroblasten eine signifikant längere EET im Vergleich zu der 
azellulären Kokultur verzeichnet werden. Diese erhöhte Migrationsgeschwindigkeit setzte 
sich im Verlauf der Kinetik fort: War das Wundareal in Anwesenheit der Fibroblasten am 
zweiten Tag nach Verwundung vollständig reepithelialisiert, so konnte in der azellulären 
Kokultur vier Tage nach Verwundung kein Wundschluss festgestellt werden. Neben den 
unterschiedlichen Reepithelialisierungsgeschwindigkeiten waren auch Unterschiede in der 
Morphologie der vitalen Epidermis sichtbar. Wies die vitale Epidermis in Anwesenheit der 
Fibroblasten durchschnittlich sieben Zellschichten und eine Dicke von 64-69 µm auf, so 
reduzierten sich die Zellschichten in den azellulären Systemen auf durchschnittlich 4 mit 
einhergehender Reduktion der Dicke von 37% auf 40-44 µm (Abb. 27 B).  
 
 




Abb. 27: Histologische Analyse 
Hämatoxylin-Eosin Färbung 
eines zellulären (mit Fibroblasten) oder azellulären (ohne Fibroblasten) Kollagengels. 
4-tägige Kinetik der Reepithelialisierung des Wundareals.
Wundrand, die Pfeile die sich ausbildende EET. Maßstabsbalken 1 mm.
verwundeter, bzw. unverwundeter Kulturen jeweils in An
dargestellt. Der Aufbau der Kulturen gliedert sich in Epidermis, bestehend aus 
und der vitalen epidermalen Zellschichten 
und, im Falle der Anwesenheit der Fibroblasten, durch das Hinzufügen eines zellulären Kollagengels 
K+. Maßstabsbalken 100 µm
Reepithelialisierungsgeschwindigkeit 
einhergehender Verdickung der Epidermis. 
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3.3.2 Steigerung der epidermalen Proliferation durch Fibroblasten 
Der Einfluss der Fibroblasten auf die epidermale Proliferation wurde auf Basis einer Ki67 
Färbung untersucht. Hierbei wurde qualitativ die Ki67 Expression in organotypischen EPI-
Kulturen im Zuge einer 4-tägigen Kinetik jeweils in An- und Abwesenheit von Fibroblasten im 
Verwundungszustand sowie in unverwundeten Kulturen ausgewertet. Ein Tag nach 
Verwundung setzte sowohl in verwundeten als auch in unverwundeten Kulturen in 
Anwesenheit der Fibroblasten die Proliferation ein (Abb. 28). Diese Erhöhung der 
proliferativen Aktivität konnte in den Kulturen ohne Fibroblasten nicht verzeichnet werden: 
Weder die unverwundeten noch die durch die Verwundung stimulierten Kulturen reagierten 
mit einem Proliferationsimpuls sondern zeigten eine basale proliferative Aktivität. 
In Anwesenheit der Fibroblasten ergaben sich zwischen verwundeten und unverwundeten 
Kulturen Unterschiede in der Proliferationsdauer: Zeigten die verwundeten Kulturen 4 Tage 
nach Verwundung eine erhöhte proliferative Aktivität, so konnte in den unverwundeten 
Kulturen eine Abnahme der Proliferation festgestellt werden.    
 




Abb. 28: Proliferation epidermale
Ki67-DAB-Färbung repräsentativer Schnittpräparate epidermaler Wundheilungskulturen.
ist die Ki67 Expression verwundeter u
An- und Abwesenheit von Fibroblasten im Rahmen einer 4
 
r Wundheilungskulturen. 
nd unverwundeter epidermaler Wundheilungskulturen
-tägigen Kinetik. Maßstabsbalken 300 µm.
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3.3.3 Einfluss der mitogen aktivierten Proteinkinasen Erk1/2 und p38 auf die 
Reepithelialisierung 
Es ist bekannt, dass der Mapk-Signalweg und im Besonderen die Serin/Threonin-Kinasen 
p38 und Erk entscheidend an der interzellulären Kommunikation während der Wundheilung 
beteiligt sind (Sharma et al., 2003; Harper et al., 2005). Daher sollte untersucht werden, ob 
die in den vorherigen Abschnitten beschriebene Veränderung des Phänotyps epidermaler 
Kulturen unter dem Einfluss der Fibroblasten auf eine veränderte Signaltransduktion im 
Mapk-Signalweg zurückzuführen ist. Zu diesem Zweck wurden verwundete und 
unverwundete EPI-Kulturen auf azellulären und zellulären Kollagengelen, d.h. in An- und 
Abwesenheit von Fibroblasten über 96 h kultiviert. Zu bestimmten Zeitpunkten (1, 4, 8, 12, 
24, 48, 96 h) wurden die Kulturen geerntet, wobei die verwundeten Kulturen mittels 
Biopsiestanze in einen inneren Ring, der die Wunde und den Wundrand umfasst, und einen 
äußeren Ring, der die unverwundeten Bereiche beinhaltet, geteilt wurden (siehe Abschnitt 
2.2.2.4). Die unverwundeten EPI-Kulturen wurden vollständig verwendet. Das Mapk-
Signaling der verschiedenen Bereiche verwundeter EPI-Kulturen, sowie der kompletten 
unverwundeten Kulturen wurde mittels eines Luminex Multiplexes überprüft. Hierfür wurden 
als Readout sowohl der Phosphorylierungsstatus, als auch die Konzentration des jeweiligen 
Gesamtproteins spezifischer Signalproteine in dem Mapk-Signalweg ausgewählt (Abb. 29 A). 
Durch die Auswahl dieser Readouts war es möglich die Signaltransduktion an relevanten 
Wegpunkten innerhalb des Signalweges zu detektieren und den Mapk-Signalweg zu 
dissektieren. 
 




Abb. 29: Multiplex Analyse des Mapk
(A) Mapk-Signalweg. Die Readouts
spezifischer Signalproteine sind rot gekennzeichnet. 
Analyse des Phosphorylierungsstatus. Dargestellt sind die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten (FI) 
der Phosphorylierung der jeweiligen Signalproteine in verwundeten und unverwundeten Kulturen 
jeweils in An- und Abwesenheit von Fibroblasten.
-Signalweges. 




). (B) Multiplex 




In einem ersten Schritt wurden für jede Bedingung, d.h. für verwundete und unverwundete 
EPI-Kulturen jeweils in An- und Abwesenheit der Fibroblasten, die Mittelwerte der 
Fluoreszenzintensitäten (FI) aller eingesetzten Kulturen ermittelt und aufgetragen (Abb. 29 
B). Die Serin/Threonin-Kinase JNK sowie die Transkriptionsfaktoren CREB und ATF2 wiesen 
hierbei über den gesamten Beobachtungszeitraum im Vergleich zu der Negativkontrolle 
Phosphatase behandelter HeLa-Zellen keine signifikante Erhöhung der FI-Einheiten und 
somit keine erhöhte Phosphorylierung auf. Im Vergleich zu den azellulären Kulturen führte 
die Anwesenheit von Fibroblasten sowohl im Verwundungszustand als auch in den 
unverwundeten Kulturen zu einer Aktivierung der Tyrosin, bzw. Serin/Threonin Kinase 
Mek1/2 sowie der Serin/Threonin Kinasen Erk1/2 und Akt. Weiterhin zeigten sich 
Unterschiede im dynamischen Verlauf der Kinetiken zwischen verwundeten und 
unverwundeten Kulturen in Anwesenheit der Fibroblasten: Die unverwundeten Kulturen 
wiesen mit durchschnittlich 400 FI-Einheiten eine konstant hohe Akt Aktivierung auf. Diese 
anfängliche hohe Aktivierung zeichnete sich auch im Falle von Mek1/2 (350 FI-Einheiten) 
und Erk1/2 (225 FI-Einheiten) ab. Jedoch konnte bei Mek1/2, 48 h nach Verwundung und bei 
Erk1/2, 24 h nach Verwundung eine signifikante Reduktion der FI-Einheiten festgestellt 
werden. Im Vergleich hierzu wiesen die verwundeten Kulturen mit durchschnittlich 200 FI-
Einheiten (Mek1/2), 250 FI-Einheiten (Akt) und 125 FI-Einheiten (Erk1/2) eine anfängliche 
moderate Aktivierung auf. 72 h nach Verwundung erhöhte sich jedoch diese Aktivierung auf 
durchschnittlich 650 FI-Einheiten (Mek1/2) sowie 850 FI-Einheiten (Akt). Im Falle von Erk1/2 
konnte 96 h nach Verwundung eine signifikante Aktivierung von 250 FI-Einheiten festgestellt 
werden. 
Weiterhin konnte eine erhöhte p38 Aktivierung der verwundeten Kulturen im Vergleich zu 
unverwundeten Kulturen verzeichnet werden. Diese Aktivierung war von der Anwesenheit 
der Fibroblasten unabhängig, da die FI-Einheiten der unverwundeten Kulturen sowohl mit als 
auch ohne Fibroblasten unter den jeweiligen Werten der Verwundungskulturen lagen. 
Wiesen die Wundkulturen ohne Fibroblasten über den gesamten Beobachtungszeitraum mit 
durchschnittlich 12 FI-Einheiten eine konstante Aktivierung auf, so erhöhte sich die 
Aktivierung in den verwundeten Kulturen bei Anwesenheit der Fibroblasten 96 h nach 
Verwundung deutlich auf 35 FI-Einheiten. 
Es stellte sich die Frage, ob durch den Abstand zur Wunde signifikante Unterschiede in der 
p38, bzw. Erk1/2 Aktivierung bestehen. Hierfür wurden die zwei verschiedenen Bereiche 
(innerer Ring; äußerer Ring) verwundeter Kulturen jeweils in An- und Abwesenheit von 




Fibroblasten unabhängig voneinander analysiert. Diese Werte sowie die Werte der 
unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten wurden mit Bezug auf die unverwundeten Kulturen 
ohne Fibroblasten normalisiert und aufgetragen (Abb. 30). Sowohl der innere als auch der 
äußere Ring verwundeter Kulturen zeigten in Anwesenheit von Fibroblasten im Vergleich zu 
den unverwundeten Kulturen ohne Fibroblasten 4, 48 und 96 h nach Verwundung 
regelmäßige Peaks in der Erk1/2 Phosphorylierung. Zu den frühen Zeitpunkten (1-24 h) 
konnten keine Unterschiede zwischen dem inneren und dem äußeren Ring festgestellt 
werden. 48 h und 96 h nach Verwundung traten mit Aktivierungsfaktoren von 2,3 und 3,1 im 
inneren Ring im Vergleich zu 0,9 und 2,1 im äußeren Ring signifikante Unterschiede in der 
Phosphorylierung auf. Die unverwundeten Kulturen zeigten in Anwesenheit der Fibroblasten 
eine um durchschnittlich Faktor 1,95 erhöhte Aktivierung gegenüber den unverwundeten 
Kulturen ohne Fibroblasten. Bei den verwundeten Kulturen ohne Fibroblasten konnte weder 
im inneren noch im äußeren Ring eine erhöhte Erk1/2 Aktivierung festgestellt werden. 
In Bezug auf die p38 Phosphorylierung waren Unterschiede zwischen dem inneren und dem 
äußeren Ring der verwundeten Kulturen in Anwesenheit der Fibroblasten im Vergleich zu 
den unbehandelten Kulturen ohne Fibroblasten sichtbar. So zeigte der innere Ring 4, 12, 24 
und 96 h nach Verwundung mit Faktoren von 2,4; 2,1; 2,8 und 5,4 eine höhere p38 
Aktivierung als der äußere Ring mit Faktoren von 1,8; 1,1; 1,8; und 1,7. Die unverwundeten 
Kulturen mit Fibroblasten zeigten über den gesamten Beobachtungszeitraum keine erhöhte 
Aktivierung. Bei den verwundeten Kulturen ohne Fibroblasten konnten keine Unterschiede in 
der p38 Phosphorylierung zwischen dem inneren und dem äußeren Ring festgestellt werden. 
Die beschriebenen Veränderungen des Erk1/2, bzw. p38 Phosphorylierungsstatus sind auf 
die Aktivierungen der Signalproteine und nicht auf eine Erhöhung des Gesamtproteins 
zurückzuführen. Dies begründet sich durch die über den gesamten Beobachtungszeitraum 
konstanten, bzw. moderaten Änderungen des Erk1/2, bzw. p38 Gesamtproteins im Vergleich 






Abb. 30: Normalisierung der p38, Erk1/2 Phosphorylierung und des Gesamtproteins.
Die verwundeten Kulturen wurden jeweils in An
Ring, nahe dem Wundareal, und einen äußeren Ring get
Die unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten wurden komplett verwendet. Die einzelnen Ber
jeweiligen Kulturbedingungen wurden gegen die unverwundeten Kulturen ohne Fibroblasten 
normalisiert. Dargestellt ist die Normalisierung der p38, Erk1/2 
totalen Gesamtproteins. Daten: Mittelwerte 
Die Ergebnisse der Multiplex Analyse wurden nachfolgend mittels Western Blots überprüft. 
Hierfür wurden Lysate repräsentativer verwundeter,
An- und Abwesenheit von Fibroblasten 4, 12, 24 und 96 h nach Verwundung aufgetragen
(Abb. 31 A). Die Multiplex Ergebnisse der Erk1/2 Phosphorylierung konnten in den Western 
Blots der frühen Zeitpunkte (4, 12 h) nicht bestätigt werden. Jedoc
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unbehandelten Kulturen mit Fibroblasten im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen ohne 
Fibroblasten 24 und 96 h nach Verwundung eine deutlich stärkere p-Erk1/2 Bande auf und 
bestätigten die Multiplex Analysen. Des Weiteren zeigte sich entsprechend der Multiplex-
Auswertung 96 h nach Verwundung eine, im Vergleich zu den anderen Bedingungen, 
wesentlich ausgeprägtere p-Erk1/2 Bande des inneren und äußeren Rings der verwundeten 
Kulturen mit Fibroblasten.  
Hinsichtlich der p38 Aktivierung waren bei Western Blots verwundeter Kulturen mit 
Fibroblasten im Vergleich zu den anderen Bedingungen 4, 12 und 96 h nach Verwundung 
deutlich stärkere p-p38 Banden erkennbar. Darüber hinaus wies 96 h nach Verwundung die 
p-p38 Bande des inneren Rings im Vergleich zur Bande des äußeren Rings verwundeter 
Kulturen mit Fibroblasten eine deutliche Intensitätserhöhung auf. Diese Ergebnisse sind 
konsistent zu denen der durchgeführten Multiplex Analyse. Abweichungen ergaben sich in 
den verwundeten Kulturen mit Fibroblasten 4 h nach Verwundung. Zu diesem Zeitpunkt war 
die Bande des inneren Rings deutlich schwächer ausgeprägt als die des äußeren Rings.  
Die in den frühen Zeitpunkten auftretenden Abweichungen der Western Blot Ergebnisse 
lassen sich mit Blick auf die einzelnen Datenpunkte der Multiplex Analyse klären (Abb. 31 B). 
In den frühen Zeitpunkten (1, 4, 8, 12 h) liegen die Datenpunkte der unterschiedlichen 
Bedingungen sehr nahe zusammen. Zu späteren Zeitpunkten (48, 72, 96 h) sind jedoch 
deutliche Tendenzen erkennbar, die sich auch in der Western Blot Analyse zeigen.  
  
 
Abb. 31: Western Blot Analyse der p38, Erk1/2 
(A) Western Blots repräsentativer Kulturen. 15 µg Gesamtprotein wurden mittels SDS
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. Die Phosphorylierung von p38 und Erk1/2 
wurden mit entsprechenden Antikörpern nachgewiesen. Als Kont
Erk1/2 Gesamtproteins, sowie Aktin als Ladekontrolle.
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Zusammenfassend führte die Anwesenheit von Fibroblasten zu einer Erk1/2 Aktivierung. Die 
erhöhte Erk1/2 Phosphorylierung im inneren Ring gegenüber dem äußeren Ring 
verwundeter Kulturen weist hierbei auf ein persistentes Proliferationssignal im Wundareal 
hin. Die erhöhte Phosphorylierung von p38 in verwundeten Kulturen, unabhängig von der 
Anwesenheit der Fibroblasten, zeigt, dass für die Aktivierung von p38 der Wundstimulus 
essentiell ist. Jedoch deutet die erhöhte p38 Phosphorylierung in verwundeten Kulturen mit 
Fibroblasten im Vergleich zu verwundeten Kulturen ohne Fibroblasten, auf eine zusätzliche 
Induktion durch Fibroblasten hin.  
 
3.3.4 Die Rolle des Transkriptionsfaktors STAT3 in der epidermalen Wundheilung 
Die Phosphorylierung von STAT3 kann sowohl durch onkogene Signale als auch durch den 
Verwundungszustand initiiert werden (Abb. 32 A). Dadurch werden Gene aktiviert, die in der 
Wundheilung sowie im Falle einer Krebserkrankung eine wesentliche Rolle spielen (Dauer et 
al., 2005). Dies führt in beiden Fällen zu einer erhöhten zellulären Proliferation und Migration. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob unter den verwendeten 
Modellbedingugen eine STAT3 Aktivierung während der Reepithelialisierung zu beobachten 
sei. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob diese Aktivierung durch den 
Verwundungszustand oder durch die Anwesenheit der Fibroblasten induziert werde. Zu 
diesem Zweck wurde der Phosphorylierungszustand des Transkriptionsfaktors STAT3 sowie 
der Tyrosinkinase Src mittels Multiplex Analyse von den in Abschnitt 3.3.3 beschriebenen 
epidermalen Wundheilungmodellen bestimmt. In Abb. 32 B sind die Mittelwerte der 
Fluoreszenzintensitäten (FI-Einheiten) als Maß für die Phosphorylierung der Signalproteine 
aufgetragen. Im Vergleich zu den Phosphatase-behandelten HeLa-Zellen, die als 
Negativkontrolle dienten, konnten unter allen Bedingungen, d.h. sowohl in verwundeten als 
auch in unverwundeten Kulturen in An- und Abwesenheit der Fibroblasten, eine erhöhte 
Phosphorylierung von STAT3 und Src festgestellt werden. Jedoch führte die Anwesenheit 
von Fibroblasten zu einer gesteigerten Aktivierung der jeweiligen Signalproteine: In der 
Zeitspanne von 12-96 h nach Verwundung zeigten sowohl verwundete als auch 
unverwundete Wundheilungsmodelle in Anwesenheit von Fibroblasten mit durchschnittlich 
150 und 195 FI-Einheiten im Vergleich zu verwundeten (72 FI-Einheiten) und unverwundeten 
(66 FI-Einheiten) Wundheilungsmodellen ohne Fibroblasten eine konstant hohe STAT3 
Aktivierung. Die Tyrosinkinase SRC wies ab dem Zeitpunkt 24 h nach Verwundung mit 




durchschnittlich 84, bzw. 93 FI-Einheiten in verwundeten, bzw. unverwundeten 
Wundheilungsmodellen mit Fibroblasten gegenüber 35 und 43 FI-Einheiten in Modellen ohne 








Abb. 32: Multiplex Analyse der STAT
(A) Die Phosphorylierung von STAT3 wird sowohl durch onkogene Signale sowie während der 




Verwundete Kulturen wurden jeweils in Abhängigkeit zum Abstand zur Wunde in einen inneren (
Wunde und Wundrand) und einen äußeren (=unverwundete Bereiche) Ring eingeteilt. Unverwundete 
Kulturen wurden komplett verwendet. Die STAT3, bzw. Src Phosphorylierung der jeweiligen Bereiche 
wurden gegen die unverwundeten Kulturen ohne Fibroblasten normalisiert. 
3, Src Phosphorylierung. 
 (Dauer et al., 2005)). (B) Multiplex Analyse des STAT3 und 
der, epidermalen Wundheilungsmodelle. Dargestellt sind die Mittelwerte 
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Weiterhin konnten Unterschiede sowohl in der STAT3 als auch in der Src Phosphorylierung 
jeweils in Abhängigkeit des Abstandes zur Wunde in den verwundeten Kulturen mit 
Fibroblasten ausgemacht werden. So zeigte ab dem Zeitpunkt 24 h nach Verwundung der 
innere Ring im Vergleich zum äußeren Ring einen deutlich höheren Src Aktivierungsgrad 
(Abb. 32 C). Jedoch wiesen die unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten einen 
gleichwertigen Aktivierungszustand auf. Im Falle von STAT3 konnte im Zeitraum von 12-48 h 
nach Verwundung eine erhöhte Aktivierung des inneren gegenüber des äußeren Rings 
nachgewiesen werden. Diese Unterschiede waren 72, bzw. 96 h nach Verwundung nicht 
mehr feststellbar. So zeigten sowohl der innere als auch der äußere Ring verwundeter 
Kulturen mit Fibroblasten mit Faktoren von 2,5 (72, 96 h; innerer Ring) und 2,4 (72, 96 h; 
äußerer Ring) eine im Vergleich zu unverwundeten Kulturen ohne Fibroblasten 
gleichermaßen erhöhte Aktivierung. In unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten konnten 24, 
48 und 96 h nach Verwundung mit Faktoren von 3,3; 3,3 und 2,6 eine über den gesamten 
Beobachtungszeitraum vergleichbar hohe Aktivierung nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse der Multiplex Analyse wurden nachfolgend mittels Western Blots verifiziert. 
Zu diesem Zweck wurden Zelllysate unverwundeter und verwundeter epidermaler 
Wundheilungsmodelle 4, 12, 24 und 96 h nach Verwundung, jeweils in An- und Abwesenheit 
von Fibroblasten, geblottet und die Phosphorylierung von STAT3 sowie die Konzentration 
des Gesamtproteins mit entsprechenden Antikörpern überprüft (Abb. 33 A). 24 und 96 h 
nach Verwundung konnte in unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten im Vergleich zu 
unverwundeten Kulturen ohne Fibroblasten intensivere p-STAT3 Banden festgestellt werden. 
Die bei diesen Zeitpunkten auftretenden, gleichmäßigen STAT3 Banden belegen, dass die 
erhöhte p-STAT3 Bandenintensität auf eine Erhöhung der STAT3 Phosphorylierung und 
nicht auf eine Änderung des STAT3 Gesamtproteins zurückzuführen ist und bestätigen somit 
die Multiplex Analyse. 24 und 96 h nach Verwundung konnten in verwundeten Kulturen mit 
Fibroblasten, gegenüber verwundeten Kulturen ohne Fibroblasten, ebenfalls dickere p-Stat3 
Banden bei gleichmäßigen STAT3 Gesamtproteinbanden festgestellt werden. Hierbei muss 
jedoch die Probe 1469 I von der Analyse ausgeschlossen werden, da aufgrund der 
signifikant schwächeren STAT3 Gesamtproteinbande die Vergleichbarkeit zu den anderen 
Bedingungen nicht mehr gegeben ist. Auch 12 h nach Verwundung sind Unterschiede in den 
Gesamtproteinbanden feststellbar. So weisen die Proben 1342 Ä und 1471 I wesentlich 
schwächere STAT3 Banden im Vergleich zu den Proben 1437 Ä und 1416 auf. 
Interessanterweise ist trotz der schwächeren STAT3 Bande der Probe 1342 Ä eine im 




Vergleich zu den anderen Bedingungen intensivere p-STAT3 Bande sichtbar. Auch 4 h nach 
Verwundung deutet die, im Vergleich zu den anderen Bedingungen stärkere p-STAT3 Bande 
der Probe 1334 I, bei gleichmäßiger STAT3 Gesamtproteinbande auf eine erhöhte 
Phosphorylierung hin. 
Bei der Auftragung der einzelnen p-STAT3 Datenpunkte der Multiplex Analyse bestätigte 
sich das bereits bei den Signalproteinen p38, bzw. Erk 1/2 festgestellte Phänomen: 
Divergierten zu den frühen Zeitpunkten (1-12 h) die einzelnen Datenpunkte der jeweiligen 
Bedingungen nicht auseinander, so war zu den späten Zeitpunkten (24-96 h) ein klarer 
Trend erkennbar, der für eine erhöhte STAT3 Phosphorylierung bei Anwesenheit von 
Fibroblasten sprach (Abb. 33 B). Dieser Trend konnte auch in den beschriebenen Western 





Abb. 33: Western Blot Analyse der STAT3 Phosphorylierung
(A) Western Blots repräsentativer Kulturen. 15 µg Gesamtprotein wurden mittels SDS
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. Die Phosphorylierung von STAT3 wurde mit 
entsprechendem Antikörper nachgewiesen. Als Kontrollen dienten der Nachweis des 
Gesamtproteins sowie Aktin als Ladekontrolle.
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Abb. 34: Histologische Analyse der STAT3 Phosphorylierung
P-STAT3 DAB-Färbung. Dargestellt
unverwundeter epidermaler Wundheilungsmodelle, welche jeweils in An
Fibroblasten kultiviert worden waren. 
3.3.5 Zytokinanalyse 
Die Ergebnisse der Analysen des Mapk, bzw. STAT3 Signaltransduktionsweges 
dermale-epidermale Interaktionen während der Reepithelialisierung
jedoch die Frage, welche externen Signale für die Auslösung der jeweiligen Signalwege 
verantwortlich seien. Um diese Frage zu beantworten wurde ein
Zellkulturüberstände durchgeführt und die Konzentrationen 50 verschiedener Zytokine, als 
Basis zellulärer Kommunikation, ermittelt.
täglich ein Viertel des Mediums verwundeter und unverwundeter epidermaler 
Wundheilungsmodelle abgenommen und vermessen
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Von den analysierten 50 Zytokinen konnte bei 26 eine signifikante Konzentrationserhöhung 
während des Beobachtungszeitraumes festgestellt werden (Abb. 35). Diese 26 Zytokine 
wurden entsprechend ihres Konzentrationsanstieges in 3 Gruppen eingeteilt: 11 Zytokine 
zeigten aufgrund des Wundstimulus, d.h. sowohl in den verwundeten als auch in den 
unverwundeten Kulturen ohne Fibroblasten eine Konzentrationserhöhung und wurden 
folglich der Gruppe „Wund-induziert“ zugeordnet. Bei weiteren 11 Zytokinen konnte nur nach 
Wundstimulus und in Anwesenheit von Fibroblasten ein Anstieg der Konzentration 
verzeichnet werden. Diese Zytokine wurden der Gruppe „Wunde+Fibroblasten induziert“ 
zugeordnet. 5 Zytokine wiesen bei Anwesenheit der Fibroblasten, unabhängig vom 
Wundstimulus, eine Konzentrationserhöhung auf und wurden der Gruppe „Fibroblasten 
induziert“ zugeordnet. 
 




Abb. 35: Zytokinanalyse mittels Multiplex Technologie
Insgesamt wurden 50 Zytokine analysiert.
Konzentrationsänderung innerhalb der 4
Induzierung in 3 Gruppen eingeteilt werden
. 
 Die hier dargestellten Zytokine wiesen eine 







Wundheilung ist ein höchst komplexer und dynamischer Prozess, der durch das 
Zusammenwirken verschiedenster Zellen ermöglicht wird. Die Koordination, der in der 
Wundheilung ablaufenden Vorgänge erfolgt auf Basis interzellulärer Kommunikationswege, 
von denen viele noch unzureichend erforscht sind. Ziel dieser Arbeit war es, durch die 
Etablierung organotypischer Wundheilungsmodelle die zelluläre Migration, Proliferation und 
Differenzierung zu untersuchen sowie das Zusammenspiel dieser Prozesse während der 
Reepithelialisierungsphase der Wundheilung aus systembiologischer Perspektive zu 
charakterisieren. Darüber hinaus sollten diesen Prozessen zugrunde liegenden 
Signaltransduktionswege identifiziert werden. 
 
4.1 Etablierung eines organotypischen Wundheilungsmodells 
Laut der allgemeinen Modelltheorie stellen Modelle lediglich eine beschränkte Abbildung der 
Wirklichkeit dar (Stachowiak, 1973). Sie werden dazu genutzt Vorgänge vereinfacht 
darzustellen. Dadurch lassen sich Aussagen und Hypothesen ableiten um sich dem 
komplexen Problem anzunähern. Auf Grund der Limitationen, die die Verwendung eines 
Modells mit sich bringt, müssen bei der Auswahl des geeigneten Modells unterschiedliche 
Faktoren abgewogen werden. Bei der Verwendung von Wundheilungsmodellen sind dies: (i) 
Art des zu untersuchenden Prozesses; Liegt der Fokus z.B. auf pathologischen Prozessen, 
immunologischen Reaktionen des Gewebes oder der Untersuchung grundsätzlicher Abläufe 
während der Wundheilung? (ii) Auswahl der geeigneten zellulären Umgebung; Ist für eine 
geeignete Aussage ein 2D Modell ausreichend oder wird ein Gewebekontext mittels 
organotypischer Kultur, bzw. in vivo Modell benötigt? (iii) Modellorganismus; Kann für die 
Fragestellung ein murines System herangezogen werden oder werden humane Zellen 
benötigt? Aus diesem Grund wurden zur Beantwortung verschiedener Fragestellungen 
während der Wundheilung sowohl in vitro 2D Modelle auf Basis von Mono- und Kokulturen 
als auch organotypische Modelle sowie in vivo Tiermodelle etabliert (Yarrow et al., 2004; 
Stephens et al., 1996; Hartenstein et al., 2006). Zur Untersuchung der 




Wundheilungsprozesse stellen humane in vivo Modelle unweigerlich die geeignetsten 
Systeme dar. Jedoch sind diese Systeme zum einen aufgrund mangelnder Patientenzahlen 
limitiert, zum anderen bedarf die Verwendung humaner Modelle einer sehr gründlichen 
ethischen Abwägung (Buchstein et al., 2009; Moustafa et al., 2007). Mäuse, Ratten und 
Schweine werden als in vivo Tiermodelle eingesetzt (Middelkoop et al., 2004; Dovi et al., 
2003; Sullivan et al., 2001; Cribbs et al., 1998). Hierbei erlauben genetisch modifizierte 
Stämme detaillierte und funktionale in vivo Analysen (Grose und Werner, 2003). Jedoch 
unterscheidet sich der Wundheilungsprozess bei Nagern auf zellulärer und molekularer 
Ebene signifikant von der humanen Wundheilung, erfolgt der Wundschluss in Nagern 
hauptsächlich durch Wundkontraktion mit untergeordneter Rolle der Reepithelialisierung 
(Greenhalgh et al., 1990; Galiano et al., 2004). Des Weiteren müssen bei dem Einsatz von 
Tiermodellen Speziesunterschiede in der Gewebearchitektur und des Immunsystems bei der 
Interpretation der Ergebnisse beachtet werden (Davidson, 1998). Eine dieser Arbeit 
vorangegangene Studie zeigte zusätzliche Probleme bei der Bildanalyse muriner Wunden 
auf. Diese begründeten sich durch die nicht reproduzierbare Wundmorphologie, so dass eine 
räumliche Analyse der Migration auf zellulärer Ebene nicht durchführbar war (Hildenbrand et 
al., 2010). Daher sind in vitro Modelle, die reproduzierbare Wunden in Kombination mit 
einem definierten Wundrand aufweisen, Grundvoraussetzung für ein besseres Verständnis 
zellulärer Migration und Proliferation während der Reepithelialisierung. 2D in vitro Mono- und 
Kokulturen, wie z.B. der klassische Scratch assay, sind höchst simplifizierte Modelle ohne 
ein räumlich strukturiertes, differenziertes Epithel. Daher weisen die Zellen während der 
Reepithelialisierung weder ein gewebeähnliches Migrations-, Proliferations- und 
Differenzierungsverhalten auf noch besitzen sie physiologische Adhäsionseigenschaften 
(Lebonvallet et al., 2010). Im Gegenzug zeichnen sich organotypische Modelle durch ein 
stratifiziertes Epithel mit physiologischem Differenzierungsgrad und Zell-Zell Verbindungen 
sowie durch die Interaktion von Keratinozyten und Fibroblasten aus und spiegeln daher die 
native Morphologie humaner Haut wider. Die in dieser Arbeit gesetzte Zielvorgabe zur 
Analyse der Reepithelialisierung im Gewebe mit Fokus auf der Interaktion zwischen 
Keratinozyten und Fibroblasten setzte daher die Verwendung organotypischer in vitro 
Modelle voraus. 
Die Basis der in dieser Arbeit durchgeführten Reepithelialisierungsanalyse bildet ein 
exzisionales, organotypisches Wundheilungsmodell, welches auf kommerziell verfügbaren in 
vitro EFT Hautkulturen etabliert wurde. Die EFT Hautkulturen wurden hierbei auf DE 




transferiert. Durch die aus Fibroblasten und Myofibroblasten bestehende heterogene 
Zellpopulation der DE wurde ein natives dermales Wundmillieu sowie eine in vivo ähnliche 
Matrix als Basis keratinozytärer Migration geschaffen (Vedrenne et al., 2012). Die unter 
standardisierten Bedingungen hergestellten, kommerziell verfügbaren in vitro Hautkulturen 
sind in Bezug auf Differenzierung, Zellmorphologie und epithelialer Lipidzusammensetzung 
charakterisiert und garantieren eine hohe Reproduzierbarkeit (Hayden et al., 2009). In 
Kombination mit der standardisierten Morphologie der EFT Kultur ermöglicht die Wahl einer 
reproduzierbaren Verwundungstechnik eine definierte Wundmorphologie. In der Literatur 
werden unterschiedliche Verwundungstechniken mittels Biopsiestanzen, Skalpellen, Lasern 
oder erhitzten Metallen genannt (Goliger und Paul, 1995; Ross et al., 2000). Die in dieser 
Arbeit verwendete Verwundungsstrategie auf Basis zirkulärer Biopsiestanzen garantiert 
exakte Wunddurchmesser einheitlicher Wundtiefe sowie definierte Wundränder. Durch die 
etablierte, definierte Schneidemethode während der histologischen Analyse war es darüber 
hinaus möglich die genaue Lokalisation innerhalb der Wunde aufgrund der jeweiligen 
Abstände der Wundränder zu ermitteln. Zusammenfassend wurde mit diesem 
organotypischen Wundheilungsmodell ein standardisiertes, in vivo ähnliches, 
experimentelles Setup für die Analyse der Reepithelialisierung generiert. 
Nach einer anfänglichen eintäglichen Lag-Phase migrierten die Keratinozyten in das 
Wundareal. Ein erster Wundschluss konnte entsprechender in vivo Kinetiken vier Tage nach 
Verwundung festgestellt werden (Coulombe, 1997). Der Mittelwert der 
Reepithelialisierungsraten beider Chargen ergab eine durchschnittliche 
Migrationsgeschwindigkeit von 311 µm/Tag. Humane in vivo Modelle weisen 
Reepithelialisierungsraten von 150-300 µm/Tag auf (Laplante et al., 2001). Der Vergleich, 
der mit diesem Modell erzielten Ergebnisse mit humanen in vivo Studien unterstreicht noch 
einmal die Verwendung organotypischer in vitro Wundheilungsmodelle.       
 
4.2 Reepithelialisierung 
Reepithelialisierung ist das Ergebnis dreier, ineinander greifender Prozesse: Migration, 
Proliferation und Differenzierung (Werner und Grose, 2003; Gurtner et al., 2008; Fuchs, 
2007). Mit der Leap-frog, bzw. der Sliding Theorie werden in der Literatur zwei sehr 
gegensätzliche Reepithelialisierungsmechanismen diskutiert, die das komplexe 
Zusammenspiel dieser Prozesse während der Wundheilung beschreiben (Usui et al., 2005; 




Laplante et al., 2001; Zhao et al., 2006; Radice, 1980). Auf Basis des in dieser Arbeit 
entwickelten organotypischen in vitro Wundheilungsmodells sollte der 
Reepithelialisierungsmechanismus während der akuten Wundheilung überprüft und mit den 
bestehenden Mechanismen abgeglichen werden. Die Analyse der Differenzierungsmarker 
zeigte eine kontinuierliche Differenzierung der EET während der Reepithelialisierung. Des 
Weiteren konnten zu keinem Zeitpunkt differenzierte Keratinozyten festgestellt werden, die 
sich in Kontakt mit der ECM befanden. Diese Ergebnisse sprechen gegen den Leap-frog 
Mechanismus, der eine aktive Migration suprabasaler Keratinozyten mit einhergehender 
Dedifferenzierung bei Kontakt zur ECM postuliert (Patel et al., 2006). Mit Hilfe einer 
zweistufigen Fluoreszenzfärbung wurde die Migration der Keratinozyten innerhalb der EET 
während der Reepithelialisierung analysiert. Die mit den Zelltrackern markierten 
Keratinozyten akkumulierten während der Migration in den suprabasalen Bereichen der EET, 
während ungefärbte, basale Zellen aus den unverwundeten Bereichen des 
Wundheilungsmodells in die EET einwanderten um die Migration zu unterstützen (Abb. 36 
A). Auf Basis dieser Ergebnisse konnte der Sliding Mechanismus, welcher von einer 
Migration der Keratinozyten als ein Kompartiment ausgeht, ebenfalls widerlegt werden. 
  
 
Abb. 36: Schematische Darstellung des 
(A) Repräsentative Darstellung CMFDA gefärbter Keratinozyten innerhalb der EET. Ausgehend vom 
Wundrand wandern ungefärbte, basale Keratinozyten in die EET ein. Am 
voranwandernden Keratinozyten von den nachfolgenden Zellen in das supr
gehoben. (B) Die EET kann in zwei Ko
Kompartiment. (ii) Ein basales Kompartiment mit flexiblen Zell
einem Referenzpunkt verlängern basale Z
voranlaufenden Keratinozyten an der Migrationsfront am 
Kompartiment. (D) Darstellung der proliferativen Aktivität im 
Verwundung erfährt die komplette Kultur einen Proliferationsimpuls
Verwundung auf die Neoepidermis verlagert. (
Keratinozyten in einem bestimmten Abstand zur Wunde aktiviert, ändern ihre Polarität und nehmen 
durch kollektive Migration aktiv an der Reepithelialisierung teil. 
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Um zu verstehen welcher Reepithelialisierungmechanismus zu den beobachteten 
Färbemustern der zweistufigen Fluoreszenzfärbung führt, wurde die EET strukturell 
charakterisiert. Hierbei konnten auf Basis von E-cadherin und Aktin biomechanisch hoch 
flexible Zell-Zell-Verbindungen in der gesamten EET identifiziert werden, während sich 
Desmosome und tight junctions ausschließlich in dem suprabasalen Kompartiment der EET 
befanden (Abb. 19). Dies deutet auf eine hochgradig mechanisch stabile Struktur des 
suprabasalen Kompartiments hin (Farooqui und Fenteany, 2005). Des Weiteren  zeigen 
diese Ergebnisse, dass die physiologische Permeabilitätsbarriere der Epidermis auf Basis 
einer polarisierten und differenzierten Schichtung noch während der Migration von den 
suprabasalen Keratinozyten, welche den Zellen an der Migrationsfront folgen, 
wiederhergestellt wird. Die EET kann daher vertikal in zwei unterschiedliche Kompartimente 
aufgeteilt werden: Zum einen in ein starres, stabiles suprabasales Kompartiment, welches 
mechanischen Schutz während der Reepithelialisierung bietet, zum anderen in ein basales 
Kompartiment mit maximaler migratorischer Flexibilität. Diese Kompartimentalisierung 
hinsichtlich biomechanischer Flexibilität wird durch die Verteilung intrazellulärer 
Kommunikationswege noch stärker verdeutlicht. So wird das gap junction Protein Cx43 
ausschließlich in Keratinozyten hinter der Migrationsfront exprimiert. Die in dieser Arbeit 
gezeigte Herunterregulierung von Cx43 in Zellen an der Migrationsfront ist bereits in anderen 
Studien beschrieben worden und weist auf erhöhte migratorische und proliferative Aktivität 
hin (Brandner et al., 2004; Goliger und Paul, 1995; Mori et al., 2006). Neben dieser vertikalen 
Gliederung weist die EET eine zusätzliche horizontale Strukturierung auf. Hierbei kann das 
vorderste Drittel der EET in eine Einzelzellschicht von ca. 10 Zellen Länge an der 
Migrationsfront und ein darauffolgendes mehrschichtiges Epithel unterteilt werden. Diese 
strukturelle Charakterisierung der EET liefert die Erklärung für die beobachteten 
Färbemuster während der zweistufigen Fluoreszenzfärbung: Die Verlängerung der EET 
erfolgt aufgrund ungefärbter basaler Keratinozyten, die aus unverwundeten Bereichen in die 
EET einwandern. Dies führt direkt nach Verwundung zu einer Aufbauphase der 
Migrationszunge. In einem ersten Schritt formt sich die EET aus Keratinozyten der basalen 
Schicht, welche aus den umliegenden unverwundeten Bereichen in das Wundareal 
einwandern. Hierbei bildet sich die typische trianguläre Struktur der EET aus. Im Laufe der 
Reepithelialisierung wird die EET durch die fortlaufende Migration basaler Zellen unter 
Beibehaltung ihrer triangulären Struktur verlängert (Abb. 36 B). Während dieses Prozesses 
bietet das suprabasale Kompartiment der EET auf Basis der bereits genannten Zell-Zell-
Verbindungen einen Schutz vor mechanischen Traumata und dient als Schild für die 




migrierenden Zellen. Somit wird gleichzeitig mit der Verlängerung der EET an der 
Migrationsfront ein differenziertes Epithel mit physiologischer Barrierefunktion in der 
nachfolgenden EET geschaffen. Für ein mehrschichtiges Epithel stellt dies einen sehr 
effizienten Mechanismus dar, um eine schnelle Regeneration der Permeabilitätsbarriere zu 
gewährleisten. Wie bereits dargestellt besteht die EET an der Migrationsfront aus einer 
Einzelzellschicht, die in Richtung Wundrand in ein mehrschichtiges Epithel übergeht. Der 
Punkt innerhalb der EET, an dem das mehrschichtige Epithel in die Einzelzellschicht 
übergeht ist auch der Punkt an dem erst kürzlich eine basale Zelle in der Nähe der 
Migrationsfront von der darauffolgenden basalen Zelle unterwandert und in das suprabasale 
Kompartiment gehoben werden musste. In dieser Arbeit wird dieser Punkt daher als Lifting 
point bezeichnet (Abb. 36 C). Der hier geschilderte Mechanismus steht im Einklang zu der 
beobachteten mechanisch stabilen und starren Struktur des suprabasalen Kompartiments 
sowie der Tatsache, dass während der Verlängerung der EET zu keinem Zeitpunkt CMFDA 
negative Zellen an der Migrationsfront gefunden werden konnten. Da jedoch alle CMFDA 
positiven Zellen im Laufe der Reepithelialisierung in dem suprabasalen Kompartiment 
akkumulieren, müssen diese demzufolge an dem Lifting point von nachfolgenden basalen 
Zellen in die suprabasalen Bereiche transportiert worden sein. Unabhängig von diesem lifting 
Mechanismus migrieren die basalen Keratinozyten an der Migrationsfront der EET 
kontinuierlich weiter, bis sie ihrerseits von nachfolgenden basalen Zellen in das suprabasale 
Kompartiment geschoben werden. 
Die Aufbauphase der EET ist abgeschlossen, wenn alle basalen Keratinozyten des 
ehemaligen Wundrandes zum Aufbau des mechanischen Schutzes in der Suprabasalschicht 
akkumuliert sind und durch die Migration der darunterliegenden Basalzellen ihre maximale 
Dehnung erreicht haben. Dieses Szenario ist in Abb. 36 C visualisiert. Zu dem hier 
dargestellten Zeitpunkt ist das Reservoir an CMFDA positiven Zellen bereits aufgebraucht. 
Ab diesem Zeitpunkt werden zu der Verlängerung der EET ausschließlich ungefärbte 
Basalzellen, welche aus den unverwundeten Bereichen in die EET eingewandert sind, 
rekrutiert. Aufgrund räumlicher Limitationen des Wundareals der verwendeten 
organotypischen Wundheilungsmodelle konnte dieser Zeitpunkt des Szenarios in den, im 
Rahmen dieser Arbeit, durchgeführten Experimenten nicht erreicht werden. Stattdessen 
konnte selbst noch in der Kollisionszone zweier aufeinandertreffender EETs in der 
Wundmitte ein Reservoir an CMFDA positiven Zellen im Stratum basale festgestellt werden. 
Das in diesem Experiment 24 h später applizierte CMTPX zeigte das gleiche Färbemuster 




(Abb. 18 A). Die Abflachung suprabsaler Keratinozyten und die daraus resultierende 
Streckung ermöglicht es, dass auch ein verhältnismäßig geringer Anteil an Keratinozyten in 
der Lage ist das komplette Wundareal abzudecken um die darunterliegenden migrierenden 
Zellen zu schützen. 
Der hier beschriebene Lifting Mechanismus liefert auch kinetische Implikationen: So müssen 
die nachfolgenden, basalen Zellen zwangsläufig eine höhere Migrationsgeschwindigkeit als 
die Keratinozyten an der Migrationsfront aufweisen um das Lifting zu ermöglichen. Die 
unterschiedlichen Migrationsgeschwindigkeiten der verschiedenen Zellpopulationen wurden 
auf Basis der Laminin 5-γ2 Untereinheit analysiert. In den unverwundeten Bereichen der 
organotypischen Wundheilungsmodelle konnte eine auf die Basallamina limitierte Expression 
von Laminin 5 festgestellt werden. Innerhalb der EET bildete sich in Keratinozyten nahe des 
Wundrandes ein perinukleäres, in Keratinozyten an der Migrationsfront ein 
zytoplasmatisches Expressionsmuster, mit einhergehender Laminin 5 Sekretion, aus. Die 
Sekretion von Laminin 5 deutet auf unterschiedliche Migrationsgeschwindigkeiten hin. Es ist 
bekannt, dass Laminin 5 in seiner Vorläuferversion (a3-200) von Keratinozyten an der 
Migrationsfront sezerniert wird und durch die Interaktion mit α3β1 Integrinen zu einer 
Aktivierung motogener Signaltransduktionswege führen kann und somit die 
Migrationsgeschwindigkeit der nachfolgenden migrierenden Zellen erhöht (Zhang und 
Kramer, 1996). Nur durch die daraus resultierende Erhöhung der Migrationsgeschwindigkeit 
sind die nachfolgenden Zellen in der Lage die Zellen an der Migrationsfront mittels Lifting 
Mechanismus in das suprabasale Kompartiment zu transportieren. Im Zuge des Prozesses 
wird das Laminin 5 Vorläuferprotein durch Plasmin enzymatisch gespalten und in die reife 
Form überführt (Nguyen et al., 2000). Das reife Laminin 5 inhibiert die Migration und fördert 
die Bildung von Hemidesmosomen (Goldfinger et al., 1998). Die migrationsinhibierende 
Ausbildung von Hemidesmosomen während der Reepithelialisierungsphase wäre für eine 
erfolgreiche Wundheilung jedoch nicht förderlich. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass 
hemidesmosomale Verbindungen über einen EGF vermittelten Signalweg temporär inhibiert 
werden können (Mariotti et al., 2001). Hierbei wird über den EGF Rezeptor die Tyrosinkinase 
Fyn aktiviert, welche die zytoplasmatische Domäne der β4 Untereinheit des Integrins α6β4 
phosphoryliert und dadurch den Abbau der Hemidesmosomen initiiert. Die über den 
Wachstumsfaktor EGF vermittelte Signalkaskade ist daher für die migratorische Aktivität der 
Keratinozyten während der Reepithelialisierung essentiell. Erst die, in den späteren 




Wundheilungsphasen auftretende, Herrunterregulation von EGF führt zu einer erhöhten 
Zelladhäsion und einhergehender biomechanischer Stabilität der Wunde. 
Die Ausbildung der EET mittels des, in dieser Arbeit postulierten, 
Reepithelialisierungsmechanismus wird hauptsächlich durch die Migration basaler 
Keratinozyten aus den unverwundeten Bereichen des organotypischen 
Wundheilungsmodells ermöglicht. Hierbei wird durch eine erhöhte proliferative Aktivität 
innerhalb des Wundheilungsmodells ein Nachschub an Zellen generiert um die Zellmigration 
in der sich bildenden EET aufrecht zu erhalten (Abb. 36 D). Die in dieser Arbeit gezeigte 
Hyperproliferation des Wundheilungsmodells, bzw. der proliferative Impuls ein Tag nach 
Verwundung wurde bereits in anderen Arbeiten als durch den Wundstimulus initial aktivierte, 
positive Rückkopplungsschleife beschrieben (Viziam et al., 1964; Garlick, 2006). Jedoch 
herrschen in der Literatur, aus Mangel an quantitativen Daten, widersprüchliche Meinungen 
über die genauen Dimensionen der Proliferation und Differenzierung innerhalb der 
Neoepidermis und deren Einfluss auf die Reepithelialisierung (Patel et al., 2006; Garlick, 
2006; Laplante et al., 2001; Jansson et al., 1996). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit 
der räumliche und zeitliche Verlauf des proliferativen Impulses, sowohl innerhalb der EET als 
auch im umliegenden Gewebe des Wundheilungsmodells quantitativ exakt erfasst. Es 
konnte gezeigt werden, dass der Proliferationsimpuls durch den applizierten Wundstimulus in 
allen Regionen des Wundheilungsmodells induziert wird und sich im Laufe der Zeit von den 
äußeren Bereichen in die Wundregion verlagert. Diesbezüglich persistiert die proliferative 
Aktivität der Keratinozyten in der Wundregion auch nach Abklingen der Proliferation in den 
umliegenden Bereichen des Wundheilungsmodells.  
Um nachzuweisen, dass diese neu generierten Zellen durch einen auf kollektiver Migration 
basierenden Mechanismus an der Reepithelialisierung teilnehmen, wurde die Polarität der 
migrierenden Keratinozyten untersucht. Durch die Verbindung des Nukleus mit dem 
Zytoskelett werden aufgrund migratorischer Aktivität hervorgerufene, plastische 
Veränderungen des Zytoskeletts direkt auf den Zellkern übertragen. Dieser erfährt dadurch 
intrazelluläre Positions- Form und Polaritätsänderungen (Friedl et al., 2011; Maniotis et al., 
1997). Die relative Position von Zentrosom und Nukleus dient hierbei als Indikator der 
zellulären Längsachse (Dupin et al., 2009). Die in dieser Arbeit durchgeführte Analyse 
nukleärer Rotationsgrade, Positionsänderungen und Deformationen, als Kennzeichen 
zellulärer Aktivierung, zeigte signifikante Änderungen in migrierenden Keratinozyten auf. So 
konnte, verglichen mit Keratinozyten unverwundeter Bereiche des Wundheilungsmodells, in 




migrierenden Zellen der EET eine Neigung der nukleären Längsachse festgestellt werden. 
Diese Neigungsänderung von senkrecht ausgerichteten nukleären Längsachsen hin zu 
horizontalen Längsachsen migrierender Zellen, äußerte sich in einer Verschiebung der 
nukleären Rotationsgrade von hohen, hin zu niedrigen Rotationsgraden. Des Weiteren 
verschob sich in migrierenden Keratinozyten der Nukleus aus der geometrischen Zellmitte an 
das, zur Migrationsrichtung entgegengesetzt gerichtete Zellende. Darüber hinaus wiesen 
migrierende Zellen nukleäre Deformationen auf. Wiesen homöostatische Zellen runde, bzw. 
ellipsoide Nuklei auf, konnten in migrierenden Keratinozyten langgestreckte, zigarrenförmige 
Zellkerne nachgewiesen werden. Die Gesamtheit dieser nukleären Änderungen deutet auf 
eine Aktivierung der Keratinozyten sowohl in der EET als auch im Bereich des Wundrandes 
hin.  
In der Literatur finden sich derzeit drei Kennzeichen kollektiver Zellmigration: (i) Kollektiv 
migrierende Zellen erhalten während der Migration ihre Zell-Zell Verbindungen aufrecht. (ii) 
Die multizelluläre Polarisation des Zytoskeletts kollektiv migrierender Zellen generiert 
intrazelluläre Druck- und Zugkräfte, welche die Migration begünstigen. (iii) Kollektiv 
migrierende Zellen restrukturieren während der Migration die sie umgebende ECM (Friedl 
und Gilmour, 2009; Ilina und Friedl, 2009). Durch die, in dieser Arbeit gezeigte, Persistenz 
der Zell-Zell Verbindungen, die multizelluläre Polarisation sowie die Modifizierung der ECM 
via Laminin 5 Sekretion der migrierenden Keratinozyten, sind alle Kennzeichen kollektiver 
Zellmigration erfüllt. Folglich reepithelialisieren die durch die Proliferation neu gebildeten 
Keratinozyten mittels kollektiver Zellmigration das Wundareal (Abb. 36 E). Des Weiteren 
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich die kollektive Zellmigration organotypischer 
Wundheilungsmodelle wesentlich von der kollektiven Migration zweidimensionaler 
Kultursysteme unterscheidet. Generell können in zweidimensionalen Kultursystemen sowohl 
die Migration einzelner Zellen als auch das kollektive Migrationsverhalten des gesamten 
Zellrasens untersucht werden (Geer et al., 2002; Mazzalupo et al., 2002; Schnickmann et al., 
2009; Busch et al., 2008; Poujade et al., 2007). Jedoch stellen diese Kultursysteme höchst 
simplifizierte Wundheilungsmodelle dar. Durch den Mangel an physiologischer 
Differenzierung sind diese Kultursysteme nicht befähigt einen nativen Gewebekontext zu 
generieren um den in dieser Arbeit beschriebenen Lifting Mechanismus zu untersuchen. 
Daher müssen die in zweidimensionalen Kultursystemen erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich 
der Übertragbarkeit auf die physiologische dreidimensionale Wundheilungssituation einer 
kritisch-wissenschaftlihen Betrachtungsweise unterzogen werden.  




Auf Basis der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse sind für die Verlängerung der EET drei 
Prozesse verantwortlich: Kollektive Zellmigration basaler Keratinozyten aus den äußeren 
Bereichen des Wundheilungsmodells in die EET um die Reepithelialisierung voranzutreiben, 
der Lifting Mechanismus, welcher für ein sich kontinuierlich ausbildendes, mehrschichtiges 
Epithel der EET sorgt, sowie die aktive Migration der Keratinozyten an der Migrationsfront 
der EET. Nur die Interaktion dieser drei Prozesse führt zu einer Ausbildung der EET und 
somit zu einer erfolgreichen Reepithelialisierung des Wundareals.  
 
4.3 Signaltransduktion 
4.3.1 Einfluss der mitogen aktivierten Proteinkinasen Erk1/2 und p38 auf die 
Reepithelialisierung 
Der Wundstimulus führt in dem verwundeten Epithel zu einer Reihe zeitlich und räumlich 
koordinierter Veränderungen. In dieser Phase der Wundheilung, die auch als 
Aktivierungsphase der Keratinozyten bezeichnet wird, wechseln die Keratinozyten von einem 
homöostatischen Zustand der Differenzierung in einen aktivierten Zustand mit 
einhergehender gesteigerter Proliferations- und Migrationsaktivität (Garlick, 2006). Hierbei 
nehmen die mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK), Erk1/2 und p38 bei der 
rezeptorvermittelten Signaltransduktion Wachstumsfaktor-assoziierter Stimuli zentrale Rollen 
ein, indem sie die zelluläre Proliferation und Migration regulieren (Sharma et al., 2003; 
Harper et al., 2005). Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit die Rolle der jeweiligen Kinasen 
und ihr spezifischer Einfluss auf die keratinozytäre Proliferation und Migration während der 
Reepithelialisierung untersucht werden. 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen zeigen durchaus eine erhöhte Erk1/2 
Phosphorylierung im inneren Ring, im Vergleich zu dem äußeren Ring verwundeter Kulturen 
mit Fibroblasten. Da der innere Ring das Wundareal sowie die Migrationszunge enthält 
suggeriert dieses Ergebnis einen Einfluss der Erk1/2 Phosphorylierung auf die Migration 
epidermaler Keratinozyten. Jedoch konnte eine ähnlich hohe Erk1/2 Aktivierung auch in 
unverwundeten Kulturen in Anwesenheit von Fibroblasten festgestellt werden. Da in 
unverwundeten Kulturen keinerlei Migration zu erwarten ist, muss die Erk1/2 
Phosphorylierung folglich nicht auf die Migration, sondern auf die Anwesenheit von 
Fibroblasten im Kultursystem zurückgeführt werden. Im Gegensatz zu Erk1/2 konnte jedoch 




bei der Serin/Threonin-Kinase p38 eine Aktivierung in Abhängigkeit vom Wundstimulus 
festgestellt werden. So wiesen verwundete Kulturen, unabhängig von der Anwesenheit der 
Fibroblasten, eine grundsätzlich höhere p38 Phosphorylierung im Vergleich zu 
unverwundeten Kulturen auf. Diese Aktivierung wurde in verwundeten Kulturen bei 
Anwesenheit von Fibroblasten noch weiter gesteigert. Sharma et al. untersuchten in ihrer 
Arbeit die unterschiedlichen Aktivierungsmuster von Erk und p38 in einem kornealen 
Wundheilungsmodell (Sharma et al., 2003). Konnte in diesem Modell eine p38 
Phosphorylierung in der Migrationszunge festgestellt werden, so beschränkte sich die Erk 
Aktivierung auf das Wundareal umgebende Gewebe. Darüber hinaus führte die Inhibition von 
p38 zu einer Reduktion der Migrationsaktivität, während die Proliferation nicht beeinträchtigt 
war. Die Inhibition von Erk führte hingegen zu einer Reduktion der proliferativen Aktivität. 
Daraus schlossen Sharma und Kollegen, dass p38 hauptsächlich an der Regulation der 
Migration, Erk an der Regulation der Proliferation beteiligt ist. Diese Ergebnisse wurden in 
unabhängigen Arbeiten unter Verwendung intestinaler, epidermaler Zellen sowie in 
Myofibroblasten bestätigt (Frey et al., 2004; Tangkijvanich et al., 2002). Die in dieser Arbeit 
beschriebenen Aktivierungsmuster weisen auf eine ähnliche Rolle von p38 und Erk während 
der Reepithelialisierung hin und könnten die gesteigerte Proliferation in Anwesenheit der 
Fibroblasten, bzw. die schnellere Reepithelialisierung in verwundeten Kulturen mit 
Fibroblasten im Vergleich zu verwundeten Kulturen ohne Fibroblasten erklären. Es stellt sich 
jedoch die Frage, welche Zytokine den Erk1/2 vermittelte Proliferationsstimulus in 
Anwesenheit der Fibroblasten sowie die Phosphorylierung von p38 nach Wundstimulus, bzw. 
die gesteigerte p38 Aktivierung durch Fibroblasten induzieren. Da die Erk1/2 
Phosphorylierung nur bei Anwesenheit von Fibroblasten festzustellen war, wurden 
ausschließlich „Fibroblasten-induzierte“ Zytokine, d.h. Zytokine deren Konzentration 
ausschließlich in Anwesenheit von Fibroblasten erhöht war, in Betracht gezogen. Dies 
grenzte die Auswahl analysierter Zytokine auf die folgenden vier ein: IL-8, IL-6, MCP-1 und 
SCGF-β. Sowohl IL-6, IL-8 als auch MCP-1 sind in der Lage die Phosphorylierung von 
Erk1/2 zu induzieren, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die erhöhte 
Konzentration dieser Zytokine im Überstand zu einer Aktivierung von Erk1/2 und 
einhergehender Erhöhung zellulärer Proliferation führt (Werle et al., 2002; Streetz et al., 
2000; Waugh und Wilson, 2008). Die Tatsache, dass IL-6, IL-8 und MCP-1 sowohl von 
Keratinozyten als auch von Fibroblasten sezerniert werden können führt zu der Frage, 
welche der beiden Zellpopulationen für den Konzentrationsanstieg der Zytokine im Medium 
verantwortlich sei (Mueller et al., 2010; Nakamura et al., 1995; Kupper et al., 2008; Werner et 




al., 2007; Larsen et al., 1989). Durch die Verwundung der Keratinozyten gelangen 
Nukleinsäuren nekrotischer Zellen in das Medium und können den Toll-like Rezeptor 3 
(TLR3) aktivieren (Cavassani et al., 2008). Dieser ist in der Lage die Sekretion von IL-8 und 
MCP-1 in Keratinozyten zu induzieren (Voss et al., 2012). Jedoch konnte diese 
Wundstimulus abhängige Aktivierung in den, im Rahmen dieser Arbeit verwendeten, 
organotypischen  Wundheilungsmodellen nicht festgestellt werden. Der beobachtete starke 
Anstieg der IL-6, bzw. IL-8 Konzentration in verwundeten, im Vergleich zu unverwundeten 
Wundheilungsmodellen mit Fibroblasten hingegen könnte auf eine IL-1α vermittelte 
keratinozytenspezifische Stimulation der Fibroblasten zurückzuführen sein (Maas-Szabowski 
et al., 2000). Der IL-6, IL-8 Konzentrationsanstieg unverwundeter Kulturen ist dadurch jedoch 
nicht erklärbar. Es ist hingegen bekannt, dass die Kultivierung in einer dreidimensionalen 
Kollagenmatrix zu einer Aktivierung der Fibroblasten mit einhergehender Phosphorylierung 
der MAPKs Erk1/2, JNK und p38 führen kann (Ravanti et al., 1999). Daher könnte der IL-6, 
bzw. IL-8 Konzentrationsanstieg im Medium unverwundeter Kulturen mit Fibroblasten auf 
eine konstitutive Aktivierung der Fibroblasten zurückzuführen sein. 
Im Gegensatz zu Erk1/2 zeigte p38 eine Wundstimulus abhängige Aktivierung. Für dieses 
Aktivierungsmuster kommen die folgenden, „Wund induzierten“ Zytokine in Frage: IL-1α, IL-
3, IL-12, IL-18, GM-CSF, M-CSF, SDF-1, LIF, CCL27, IL-12p40, ICAM. Von diesen 
Zytokinen sind IL-1α, IL-18 und GM-CSF potentiell in der Lage p38 zu aktivieren (Ono und 
Han, 2000). IL-1α und IL-18 werden hauptsächlich von verwundeten Keratinozyten  
sezerniert und können hierbei entweder über einen autokrinen Signalweg oder über eine 
IL-1α stimulierte Sekretion Fibroblasten spezifischer GM-CSFs zu einer parakrinen p38 
Aktivierung führen (Werner et al., 2007; Gröne, 2002).    
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich Zytokine, welche für die Erk1/2 sowie die p38 
Aktivierung potentiell verantwortlich sein können eingrenzen lassen. Das experimentelle 
Setup organotypischer Wundheilungsmodelle erschwert jedoch im Falle eines, sowohl von 
Keratinozyten als auch von Fibroblasten sezernierbaren, Zytokins die nachgeschaltete 
Analyse des Kulturüberstandes, da eine eindeutige Zuordnung nicht gewährleistet werden 
kann.  
 




4.3.2 Die Rolle des Transkriptionsfaktors STAT3 in der epidermalen Wundheilung 
Der Einfluss des Transkriptionsfaktor STAT3 auf die kutane Wundheilung konnte in 
mehreren unabhängigen Studien belegt werden (Dauer et al., 2005; Sano et al., 1999; 
Bromberg und Wang, 2009). Auf Basis der im Rahmen dieser Arbeit etablierten 
organotypischen Wundheilungsmodelle sollte untersucht werden, unter welchen 
Bedingungen eine STAT3 Aktivierung während der Reepithelialisierung zu beobachten ist 
und ob diese Aktivierung durch den Verwundungszustand, oder durch die Anwesenheit der 
Fibroblasten induziert wird. 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigten eine Abhängigkeit der 
STAT3 Aktivierung von der Anwesenheit der Fibroblasten. So konnte ausschließlich in 
Anwesenheit der Fibroblasten in verwundeten sowie in unverwundeten 
Wundheilungsmodellen eine erhöhte STAT3 Phosphorylierung durch die Multiplex Messung 
der Zelllysate festgestellt werden, welche sich auch in der nachgeschalteten histologischen 
Analyse bestätigte. Des Weiteren wurde die STAT3 Phosphorylierung in Abhängigkeit des 
Abstandes zur Wunde in verwundeten Wundheilungsmodellen mit Fibroblasten betrachtet. 
Hierbei zeigte der innere Ring, welcher sowohl das Wundareal sowie den Wundrand enthielt, 
im Vergleich zu dem äußeren Ring, welcher die unverwundeten Kulturbereiche beinhaltete, 
in dem Zeitraum von 12-48 h nach Verwundung eine erhöhte STAT3 Aktivierung. Dieses 
Ergebnis deutet auf einen migratorischen Einfluss der STAT3 Aktivierung hin, welcher auch 
von Sano et al. beschrieben wurde (Sano et al., 1999). Weiterhin wurde parallel zur STAT3 
Aktivierung eine erhöhte Phosphorylierung der Tyrosinkinase Src gemessen. Es ist bekannt, 
dass Src in verschiedenen Zelltypen migratorische, bzw. invasive Phänotypen induzieren 
kann (Oikawa et al., 2008; Linder, 2007). Mukhopadhyay et al. konnten darüber hinaus 
STAT3 als nachgeschalteten Effektor von Src identifizieren, welcher sowohl die Formation 
von Podosomen als auch die Expression unterschiedlicher MMPs induziert und somit einen 
migratorischen, bzw. invasiven Phänotyp begünstigt (Mukhopadhyay et al., 2010). Diese 
Ergebnisse bekräftigen die Annahme, dass die im Rahmen dieser Arbeit ermittelte 
Aktivierung von STAT3 und Src die Migration der Keratinozyten erhöht und somit für die 
schnellere Reepithelialisierung in verwundeten Wundheilungsmodellen mit Fibroblasten 
verantwortlich ist. Jedoch konnten auch in unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten eine 
Phosphorylierung von STAT3 und Src festgestellt werden. Dieses Ergebnis lässt zwei 
Annahmen zu: (i) Die kombinierte STAT3, Src Aktivierung hat einen rein migratorischen 
Einfluss, der sich folglich nur auf den Phänotyp der verwundeten Wundheilungsmodelle 




auswirkt, da in den unverwundeten Wundheilungsmodellen keine Migration zu erwarten ist. 
(ii) Die Aktivierung von STAT3 hat, entgegen der Ergebnisse von Sano et al., auch einen 
Effekt auf die Proliferation der Keratinozyten und beeinflusst dadurch auch den Phänotyp 
unverwundeter Kulturen mit Fibroblasten. Um diese Annahmen zu verifizieren wären weitere 
inhibitorische Experimente notwendig um den jeweiligen Einfluss von STAT3 und Src auf die 
Proliferation, bzw. die Migration der Keratinozyten zu dissektieren.     
Unabhängig davon stellt sich jedoch die Frage, welche Zytokine die Phosphorylierung von 
STAT3 induzieren können. Da STAT3 nur in Anwesenheit von Fibroblasten phosphoryliert 
wird, wurden, analog zu der Erk1/2 Aktivierung im Kapitel 4.3.1, ausschließlich die folgenden 
vier „Fibroblasten-induzierten“ Zytokine in Betracht gezogen: IL-8, IL-6, MCP-1 und SCGF-β. 
Es ist bekannt, dass STAT3 sowohl von Zytokinen der IL-6 Familie, wie z.B. IL-6, IL-11 und 
LIF als auch von Wachstumsfaktoren EGF, PDGF, HGF und G-CSF aktiviert werden kann 
(Sano et al., 1999; Boccaccio et al., 1998). Hierbei bindet IL-6 an den sezernierten 
Interleukin 6 Rezeptor (sIL-6R) gp80, der daraufhin die Dimerisierung des 
membrangebundenen Glykoproteins gp130 induziert, welches in die Aktivierung der 
Januskinasen resultiert (Bromberg und Wang, 2009; Taga et al., 1989). IL-6 kann sowohl 
von Fibroblasten als auch von Keratinozyten unter Wundheilungsbedingungen sezerniert 
werden (Sugawara et al., 2001; Werner et al., 2007). Dennoch konnte keine erhöhte IL-6 
Konzentration in den verwundeten Kulturen in Abwesenheit der Fibroblasten festgestellt 
werden, so dass eine Fibroblasten spezifische Sekretion angenommen werden muss. Es ist 
bekannt, dass Keratinozyten durch die Ausschüttung verschiedener Faktoren, wie z.B. IL-1 
in der Lage sind mesenchymale Zellen zu einer Sekretion von Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren zu stimulieren (Werner et al., 2007). In der Tat konnte eine erhöhte 
IL-1α Konzentration unter Verwundungsbedingungen in Anwesenheit der Fibroblasten 
festgestellt werden, welche die gesteigerte IL-6 Konzentration unter selbigen Bedingungen 
erklären könnte (Abb. 35). Dennoch ist auch eine erhöhte IL-6 Konzentration in 
unverwundeten Kulturen mit Fibroblasten festzustellen, welche nicht auf entsprechende 
IL-1α Induktion zurückgeführt werden kann. Ein Erklärungsmodell dieses 
Konzentrationsanstieges könnte die bereits in Abschnitt 4.3.1 diskutierte konstitutive 
Aktivierung der Fibroblasten in einer dreidimensionalen Kollagenmatrix liefern.  
 




4.4 Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei organotypische in vitro Wundheilungsmodelle 
etabliert, um das Zusammenspiel Wundheilung-assoziierter Prozesse sowie die zugrunde 
liegenden Signaltransduktionswege aus systembiologischer Perspektive zu untersuchen. Die 
Vorteile und Einsatzmöglichkeiten dieser Modelle werden nachfolgend getrennt voneinander 
beschrieben. 
Das erste Wundheilungsmodell ist ein exzisionales, organotypisches Modell, basierend auf 
kommerziell verfügbaren EFT Kulturen. Dieses Vollhautmodell generiert somit eine 
physiologische Umgebung und bietet eine in vivo ähnliche Matrix, welche optimal für die 
Analyse der Reepithelialisierung geeignet ist. Die standardisierte Verwundungsmethode 
gewährleistet darüber hinaus reproduzierbare Wundareale als Basis vergleichbarer 
Migrationsuntersuchungen. Dieses Wundheilungsmodell wurde genutzt um die 
Reepithelialisierung nach Verwundung zu analysieren. Hierbei wurden die keratinozytäre 
Proliferation, Migration und Differenzierung als essentielle Faktoren der Reepithelialisierung 
in einer physiologischen dreidimensionalen Umgebung untersucht. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen führten zu einem neuartigen Reepithelialisierungsmechanismus. Dieser 
identifizierte basale Keratinozyten, welche kollektiv unter den suprabasalen Zellen migrierten 
und für die Verlängerung der epidermalen Zellzunge sorgen als Triebkraft der 
Reepithelialisierung. Gleichzeitig konnte eine kontinuierliche Differenzierung unter 
Aufrechterhaltung der Zell-Zell Verbindungen, wie z.B. der tight junctions und Desmosome 
der suprabasalen Keratinozyten festgestellt werden. Diese Kombination sorgt für ein starres, 
mechanisch stabiles, suprabasales Kompartiment, welches die darunterliegenden 
Basalzellen wie ein Schild vor mechanischen Traumata schützt. Basierend auf den 
durchgeführten Experimenten widerlegt der, im Rahmen dieser Arbeit postulierte 
Reepithelialisierungsmechanismus, die in der Literatur diskutierten Theorien, namentlich die 
„Leap-frog“ sowie die „Sliding“ Theorie. Ausgehend von diesem Mechanismus ergeben sich 
jedoch weitere wissenschaftliche Fragestellungen. So sind einzelne Faktoren, bzw. einzelne 
Proteine, welche einen essentiellen Einfluss auf den beschriebenen 
Reepithelialisierungsmechanismus ausüben noch nicht identifiziert. Durch die Auswahl und 
die Pertubation einzelner geeigneter Zellverbindungsproteine könnte deren Einfluss auf den 
dreidimensionalen Reepithelialisierungmechanismus festgestellt werden. 




Das zweite Wundheilungsmodell basiert auf der Kokultur epidermaler, organotypischer 
Kulturen mit Fibroblasten angereicherten Kollagengelen. Dieses Modell eignet sich 
hervorragend für die Analyse Wundheilung-assoziierter Signalwege, da Keratinozyten und 
Fibroblasten in räumliche Nähe zueinander kultiviert werden können und somit die 
Interaktion der beiden Zelltypen gewährleistet ist. Bei der Ernte der Kulturen können die 
jeweiligen Zellen jedoch ohne größeren Aufwand separiert und getrennt voneinander 
analysiert werden. Dieses Wundheilungsmodell wurde verwendet um den Einfluss der 
mitogen aktivierten Proteinkinasen p38 und Erk1/2 sowie des Transkriptionsfaktors STAT3 
auf die Reepithelialisierung zu untersuchen. Hierbei zeigten p38 und STAT3 einen 
migratorischen, Erk1/2 einen proliferativen Einfluss auf die Reepithelialisierung. Des 
Weiteren konnten im Rahmen dieser Arbeit potentielle Zytokine identifiziert werden, welche 
für die Aktivierung der jeweiligen Signalwege verantwortlich sein könnten. Auf Basis dieser 
Untersuchungen konnten sowohl durch die Verwundung als auch durch die Anwesenheit von 
Fibroblasten induzierbare Zytokine definiert werden. Besonders interessant sind hierbei die 
mesenchymalen Zytokine, die die epidermale Reepithelialisierung positiv beeinflussen. In 
nachgeschalteten Untersuchungen könnten daher die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten 
mesenchymalen Zytokine in zweidimensionalen Kulturen, z.B. in einem Scratch-Assay, auf 
proliferative, bzw. migratorische Stimuli untersucht werden. Der genaue Einfluss des 
Zytokins auf die jeweiligen Signalwege könnte hierbei durch pharmakologische Inhibition 
zentraler Knotenpunkte in den entsprechenden Signalwegen untersucht werden. Eine 
globalere Analysestrategie bietet die Genexpressionsanalyse mittels Microarrays, welche 
dem Zytokinstimulus nachgeschaltet werden könnte. In einem weiteren Schritt könnten die 
entsprechenden Zytokinkandidaten auf epidermalen Wundheilungskulturen in Abwesenheit 
von Fibroblasten appliziert werden. Somit könnte der Einfluss mesenchymaler Zytokine auf 
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